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Silva MR. Avaliacédo do efeito de bioparticula nas propriedades mecéanicas, quimicas
e estruturais longitudinais da interface adesiva em dentina: estudo “in vitro” [tese]. S&o
José dos Campos (SP): Universidade Estadual Paulista (Unesp), Instituto de Ciéncia
e Tecnologia; 2022.

RESUMO

Este estudo, desenvolvido em duas etapas, avaliou a acdo remineralizadora da
bioparticula a-wollastonita (BP), a partir da reacdo com HzPOs residual Si-O-Ca +
H3sPOs — SiO2 + Cas(PO4)3(OH)n + H20, na resisténcia longitudinal de unido e
caracteristicas da interface adesiva, quando aplicada na forma de suspenséao (etanol
99,5% + 10% de BP em peso) na superficie dentinaria previamente condicionada com
HsPOs 37%. Na primeira etapa foi realizado um estudo piloto onde, pelas
caracteristicas de precipitacdo, foi identificada a melhor concentragéo de bioparticulas
a serem inseridas na formulacéo da suspensdo. Na segunda etapa, duzentas coroas
higidas de incisivos bovinos foram embutidas em resina acrilica, polidas para
padronizar a smear layer e divididas aleatoriamente em 2 grupos (n=100), segundo a
estratégia adesiva: A - controle (HsPOs + Single Bond™ Universal (SB)); WAS —
(HsPO4 + BP em suspensao + SB). Blocos de resina composta (Filtek Z250; SM/ESPE)
de 4mm foram confeccionados por técnica incremental sobre as &reas tratadas em
todos os grupos, utiizando uma matriz de silicona. As amostras foram entdo
seccionadas para obtencdo de palitos retangulares (aproximadamente 1mm?2),
armazenadas em agua deionizada a 4°C em recipientes individuais e divididas em 2
subgrupos (n=50) de acordo com o tempo de armazenamento de 24 h (imediato) e 12
meses (longitudinal), seguidos do teste de resisténcia adesiva a microtracao (10 kdf,
0,5mm/min). Os dados foram submetidos ao teste ANOVA 2 fatores (p< 0,05) e teste
de Weibull 2 parametros. As interfaces adesivas foram analisadas por microscopia
eletronica de varredura (MEV) para avaliar a morfologia da interface resina-dentina, e
analisadas por espectroscopia FTIR, para compreensdo das interacfes quimicas
formadas na superficie dentinaria. Os Resultados evidenciaram maiores valores
estatisticamente significativos de resisténcia de unido (MPa) para o grupo WAS (37,39
+ 7,48), tratado com BP e armazenado por 24 h, em comparacdo ao grupo A
armazenado por 24 h (27,58 + 6,43); e, para o grupo WAS armazenado por 12 meses
(32,05 = 10,64) em comparacao ao grupo A armazenado por 12 meses (22,84 + 5,76).
Dados do FTIR evidenciaram o efeito da a-wollastonita na preservagédo do colageno.
A bioparticula mostrou ser promissora na manutencao longitudinal da qualidade da
interface adesiva.

Palavras-chave: Bioparticula. Resisténcia adesiva. Interface adesiva.



Silva MR Evaluation of the bioparticle effect on the mechanical, chemical and
longitudinal structural properties of the dentin adhesive interface: an “in vitro” study
[doctorate thesis]. Sdo José dos Campos (SP): Sdo Paulo State University (Unesp),
Institute of Science and Technology; 2022.

ABSTRACT

This study, developed in two stages, evaluated the remineralizing action of the a-
wollastonite (BP) bioparticle, from the reaction with residual Si-O-Ca + H3PO4 — SiO>
+ Cas(PO4)3(OH)n + H20, on the longitudinal bond strength and characteristics of the
adhesive interface, when applied as a suspension (99.5% ethanol + 10% BP by weight)
on the dentin surface previously etched with 37% HsPOa. In the first stage, a pilot study
was carried out where, due to the precipitation characteristics, the best concentration
of bioparticles to be inserted in the suspension formulation was identified. In the second
step, two hundred sound bovine incisor crowns were embedded in acrylic resin,
polished to standardize the smear layer and randomly divided into 2 groups (n=100),
according to the adhesive strategy: A - control (H3PO4 + Single Bond™ Universal (SB));
WAS - (HsPOs + BP in suspension + SB). Composite resin blocks (Filtek Z250;
3M/ESPE) of 4 mm were made by incremental technique on the treated areas in all
groups, using a silicone matrix. The samples were then sectioned to obtain rectangular
sticks (approximately 1mm?), stored in deionized water at 4°C in individual containers
and divided into 2 subgroups (n=50) according to the storage time of 24 h (immediate)
and 12 months (longitudinal), followed by the microtensile bond strength test (10 kgf,
0.5 mm/min). Data were submitted to 2-way ANOVA (p<0.05) and 2-parameter Weibull
test. The adhesive interfaces were analyzed by scanning electron microscopy (SEM)
to evaluate the morphology of the resin-dentin interface, and analyzed by FTIR
spectroscopy, to understand the chemical interactions formed on the dentin surface.
The results showed higher statistically significant values of bond strength (MPa) for the
WAS group (37.39 + 7.48), treated with BP and stored for 24 h, compared to group A
stored for 24 h (27, 58 *+ 6.43); and for the WAS group stored for 12 months (32.05 *
10.64) compared to group A stored for 12 months (22.84 + 5.76). FTIR data evidenced
the effect of a-wollastonite on collagen preservation. The bioparticle showed promise
in the longitudinal maintenance of the quality of the adhesive interface.

Keywords: Bioparticle. Adhesive resistance. Adhesive interface.



1 INTRODUCAO

Mesmo apds seis décadas da implementacdo da tecnologia adesiva na
Odontologia, a longevidade restauradora, sobretudo em dentina, continua sendo
desafiadora, tanto pelas caracteristicas do substrato, quanto pela composicdo dos
sistemas adesivos, implicando numa elevada taxa de falhas e substituicbes de
restauracdes (3 a 3,5 vezes quando comparadas ao amalgama) (Spencer et al., 2012;
Song et al., 2019). A razéo primaria para estas falhas é a céarie secundaria (numa taxa
de 80-90%) que ocorre nas margens gengivais de restauracdes de classes Il e V em
resina composta (Song et al., 2019).

Por ser muito viscoso e hidrofébico, o material resinoso ndo se liga
diretamente a estrutura dental, necessitando de um adesivo de baixa viscosidade e
maior hidrofilicidade. Na margem gengival, o adesivo e a camada de adesao formada
entre o dente e o compaosito representam a primeira defesa contra enzimas, acidos,
bactérias e outras substancias que podem minar a restauragdo resinosa em curto
periodo de tempo. IniUmeros estudos demonstram que o estabelecimento de uma
interface adesiva de qualidade entre dentina e adesivo € mais complexa pelas
caracteristicas inerentes a este substrato, representando o elo fragil dessas
restauracdes (Pashley et al., 2007; Spencer et al., 2010; Frassetto et al., 2016; Song
et al., 2019).

Adesivos odontologicos sdo uma mistura de sistemas monomeéricos
hidrofilicos e hidrofébicos (comumente a base de metacrilatos) utilizados para aderir
compdsitos restauradores ao esmalte e a dentina (Van Landuyt et al., 2007). Os
mondmeros sdo criticos para a formagcdo de uma matriz de ligacdes cruzadas,
projetadas para prover estabilidade quimica e fisica para a interface
compésito/adesivo/dentina (Song et al., 2019). Por isso, o Bis-GMA € o mais popular
agente de ligacbes cruzadas utilizado na composicdo dos sistemas adesivos,
oferecendo qualidade estética e excelentes propriedades mecanicas, por sua alta
viscosidade. Para superar esta desvantagem, um monémero de baixa viscosidade e
caracteristicas hidrofilicas (HEMA- 2 hidroxietilmetacrilato) é frequentemente
incorporado, além de agentes de ligacdo cruzada de baixa viscosidade, como
TEGDMA, UDMA e GDMA, e fotoiniciadores.



A aplicacdo desse sistema é sumarizada em dois processos fundamentais
gue estabelecem a adesao micromecanica a dentina: (a) remocéo da fase mineral da
superficie dentinaria através de condicionamento &cido, expondo-se a rede de fibrilas
de colageno e; (b) preenchimento dos espacos interfibrilares com uma resina fluida
gue sofre polimerizagédo in situ, formando a estrutura imbricada conhecida como
camada hibrida ou zona de interdifusdo (Nakabayashi et al., 1982; Van Meerbeek et
al., 1992; Pashley et al., 2011). No entanto, a complexa composi¢cao da dentina e a
presenca de fluidos/intrinsecos e/ou extrinsecos durante os procedimentos adesivos
acarretam uma série de processos inter-relacionados que limitam a estabilidade
longitudinal da camada hibrida: infiltracdo incompleta de monémeros, polimerizacao
parcial, separacdo de fases do adesivo, degradacdo hidrolitica do polimero e
degradacdo enzimética do coldgeno desprotegido subjacente (Santerre et al., 2001,
Santini, Miletic, 2008; Spencer, Wang, 2002; Tjaderhane et al., 2013).

Na busca pela estabilidade longitudinal, a incorporacéo de particulas bioativas
aos sistemas adesivos mostra-se como um campo promissor na obtencdo desta
qualidade tdo necessaria ao processo (Ho et al., 2007; Profeta et al., 2013; Tay,
Pashley, 2008).

A utilizacdo de biomateriais, e o desenvolvimento de novas técnicas para
sintese desses novos materiais vem crescendo exponencialmente (Ratner, Bryant
2004; Sauro et al., 2012; Sauro et al., 2013; Ribas et al., 2019; Zhang et al., 2015).
Dentre os materiais com elevado potencial bioativo, destacam-se os silicatos de célcio
(como a a-wollastonita), silicato dicalcico e tricélcico (Aly et al., 2016; Choudhary et
al.,, 2016), por constituirem-se em importantes elementos para o processo de
formacdo de tecidos mineralizados (Cerruti, Sahai, 2006; Nufiez-Rodriguez et al.,
2018), sendo entdo utilizados no seu reparo ou substituicdo. Além disso, possuem
resisténcia a compressao satisfatéria e boa resisténcia ao desgaste comparados a
outros materiais. A a-wollastonita (a-CaSiOs), uma modificacdo da wollastonita
(Ebisawa et al., 1990; Nufez-Rodriguez et al., 2018), € um material com elevada
bioatividade que propicia a liberacédo de ions Ca?* com a formacédo de grupamentos
silanol (Si-OH) quando em contato com fluidos corporais, viabilizando a mineralizagéo
do coldgeno por meio da nucleagéo da apatita na superficie do material (formacéo in
vivo de compostos inorganicos por organismos vivos) (Chang, Chen, 2008; Choudhary
et al., 2016; Ebisawa et al., 1990; Kokubo, 1998; Ribas et al., 2019).

A associacao de particulas bioativas com um sistema adesivo pode aumentar
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a longevidade da interface adesiva (Profeta et al., 2012, 2013; Sauro et al., 2012;
Zhang et al., 2015), por sua capacidade de interagir com os tecidos duros dentais,
através da deposicdo de bioparticulas de fosfato de calcio sobre a estrutura dental,
aumentando a forca de unido na interface dente-restauracdo. A adicdo de
bioparticulas na formulacdo de adesivos experimentais, de acordo com estudos
realizados por Sauro e colaboradores (2012, 2013), parece favorecer a
remineralizacdo do colageno desprotegido apds o ataque acido, além de contribuir
para o aumento do pH, levando a uma inibicdo do crescimento bacteriano e,
consequentemente, diminuindo a acdo das MMPs.

No entanto, ainda ndo ha uma compreensao total desta interacdo e nem do
melhor protocolo para utilizacdo clinica (Bedran-Russo et al., 2014). Outra duvida que
persiste quanto a associacdo entre particulas bioativas e sistemas adesivos é se
realmente tais particulas ndo serdo inativadas e/ou aprisionadas na matriz
polimerizada, deixando de exercer as acfes esperadas.

Assim, apesar das particulas bioativas se apresentarem como promissoras
opcOes para restauragcdes mais duradouras, o melhor protocolo para sua incorporagéo
ou aplicacdo prévia ao adesivo ainda necessita ser investigado, tomando-se em conta
gue a concentracéo ideal de bioparticula diretamente incorporada no sistema adesivo

poderia inviabilizar o seu uso por razdes estéticas ou mesmo de viscosidade.
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2 REVISAO DE LITERATURA

A revisao de literatura apresentada a seguir, sem a pretensdo de esgotar o
assunto, teve por finalidade apresentar os artigos cientificos de maior relevancia
utilizados como referéncia para a escrita desse trabalho. Essa, por sua vez, foi dividida
em tépicos com a finalidade de torna-la mais didatica em: processo de adesdo em
dentina, onde foram destacadas as caracteristicas estruturais do tecido dentinario com
énfase a formacdo de uma eficaz interface de unido; bioatividade de materiais, com
énfase ao silicato de calcio; resisténcia adesiva pelo teste de microtracdo, com os
principais trabalhos que mostram detalhes relevantes para a execucao dos testes e

sua interpretagao.

2.1 Processo de adesdo em dentina

A compreensao dos mecanismos de adesdo em dentina demanda extenso
conhecimento sobre a composicéo e a complexidade estrutural desse substrato.

Ainda em 1955, Buonocore, revolucionou a odontologia restauradora através
de um estudo buscando obter adeséo entre a resina acrilica e o esmalte, no qual
realizou alteracao da superficie dentaria por meio de tratamentos quimicos com acidos
fosfomobdato oxalico a 50% e fosforico a 85%, de modo a produzir uma superficie
mais receptiva aos materiais adesivos. O tratamento com &cido fosférico promoveu
aumento na area de superficie, permitindo um contato mais intimo entre a resina e o
esmalte, aumentando a adeséo.

Fusayama et al. (1979) estendeu esse condicionamento a dentina, obtendo
excelentes resultados sobre este tecido, até entdo imaculado, no que se referia a um
tratamento de superficie com acido. Desde entéo, o condicionamento acido € utilizado
nos tecidos duros dentais como pré-tratamento aos procedimentos adesivos.

Em 1982, o conceito de uma camada hibrida foi apresentado pela primeira
vez por Nakabayashi e colaboradores apds conduzirem experimento empregando
solucdes de cloreto ferrico a 3% e 10% de acido citrico (solucdo 10-3) em esmalte e

dentina previamente a utlizagdo do mondémero 4-META. Segundo os autores
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mondmeros resinosos com grupamentos hidrofobicos e hidrofilicos, como o0 4-META,
infiltravam-se por entre as fibras colagenas expostas pelo tratamento acido e, apos
sua polimerizacdo, constituiam uma zona mista, acido resistente, de dentina
desmineralizada permeada por resina, denominada camada hibrida, a qual promovia
aumento na resisténcia de unido da resina composta a dentina. A microscopia
eletrbnica de varredura evidenciou que os mondmeros possuiam afinidade pelos
tecidos duros dentais através da formacao desta camada com caracteristicas hibridas,
com resisténcia de unido em torno de 18 MPa. Este estudo teve grande contribuicdo
nas mudancas no campo da odontologia adesiva. Entretanto, a adesdo a dentina
continua sendo tema de numerosos estudos, devido a composicdo e variabilidade
morfolégica que o0 esse tecido apresenta, especialmente se consideradas as
condi¢des clinicas, em que podem ser verificadas a presenca de dentina infectada,
afetada, desmineralizada e cariada num mesmo substrato.

A dentina € um tecido mineralizado dental, formado por uma estrutura de
cristais de hidroxiapatita permeada por uma rede de fibrilas de colageno. Dessa forma,
apresenta-se como um tecido mineralizado e tubular composto, em volume, por
aproximadamente 50% de material inorganico (cristais de hidroxiapatita), 30% de
material organico (fibras colagenas) e 20% de agua (Linde, Goldberg, 1993; Goldberg
et al., 2011). A dentina é permeada por uma densa rede de tabulos que promovem a
comunicacao da superficie mais externa (limites amelodentinario e amelocementério)
com a cavidade pulpar. Nesse trajeto, a densidade e diametro tubulares variam em
funcdo da profundidade do substrato, sendo maiores na dentina profunda
(Garberoglio, Brannstrom, 1976; Tjaderhane et al., 2012). Por sua grande
complexidade, a dentina constitui-se em um substrato desafiador a adeséo, que varia,
inclusive, de acordo com a face dental. Estudos mostram que a dentina oclusal
representa um maior desafio em comparacéo as faces vestibular e proximais, devido
a variabilidade no numero, tamanho e orientacdo dos tubulos (Garberoglio,
Brannstrom, 1976; Pashley, 1989; Oilo, Olsson, 1990; Prati, Pashley, 1992; Perdigéao,
2010). Com estrutura fisiol6gica e anatomicamente complexa, a dentina pode ser
caracterizada em diferentes tipos, como: peritubular, intertubular e esclerosada, que
apresentam diferentes graus de mineralizacdo e permeabilidade, além de se
distribuirem em proporcdes variaveis pela estrutura dentaria (Goldberg et al., 2011,

Tjaderhane et al., 2012). Essas propriedades podem afetar direta ou indiretamente a
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resisténcia de unido dos materiais adesivos no substrato (Pashley, 1992; Escribano
et al., 2001; Ozok et al., 2004; Hosaka et al., 2007; Sauro et al., 2007).

Ja na década de 1960, Brannstrom e colaboradores propuseram a teoria
hidrodindmica, segundo a qual um estimulo aplicado a dentina provoca o
deslocamento de fluido dentro dos tubulos (Brannstrom et al., 1967). Esse
deslocamento por capilaridade, é impulsionado pela pressao hidrostatica intrapulpar,
da polpa para o meio externo, sendo responsavel pela umidade na superficie
dentinaria. A umidade caracteristica do substrato pode interferir fisicamente e
guimicamente no processo de adesao e na qualidade da interface adesiva (Pashley,
Carvalho, 1997). Durante o procedimento restaurador, o excesso de umidade
dentinaria pode provocar a separacao de fases do adesivo, incorporacao de bolhas
de agua, falhas e porosidades na interface adesiva (Spencer, Wang, 2002; Sauro et
al., 2007). Na fase pos-restauracédo, a sor¢cao de fluidos da cavidade bucal promove
plasticizacdo dos polimeros e solubilizacdo dos mondémeros resinosos (Ferracane,
2006). Além disso, os materiais restauradores sdo constantemente submetidos a
estresses oclusais ou mecanicos derivados das cargas mastigatorias, a desafios
térmicos, as enzimas e agentes quimicos, que afetam a interface adesiva,
comprometendo a integridade da restauracdo (Nakajima et al., 2011).

O maior desafio a longevidade da interface adesiva em dentina € a presenca
de &gua, a hidrélise é considerada razéo priméaria para a degradacdo adesiva na
camada hibrida, contribuindo para a reducdo da resisténcia de unido ao longo do
tempo (Carrilho et al., 2005; Nakajima et al., 2011; Mazzoni et al., 2015; Pinna et al.,
2015; Frassetto et al., 2016). Sado conhecidos dois mecanismos de degradacao
hidrolitica nos componentes da camada hibrida: degradacdo do sistema adesivo e
degradacdo das fibrilas colagenas (Tjaderhane, 2015; Carvalho, Manso, 2016).

O molhamento do substrato dentinario durante o procedimento adesivo,
favorecido pelo condicionamento acido da dentina, por aumentar sua permeabilidade,
pode afetar a estrutura do sistema adesivo, promovendo a separacdo de suas fases
(hidrofilicas e hidrofébicas), diluindo e/ou impedindo a polimerizacdo dos mondémeros
resinosos, levando a infiltracdo irregular do adesivo na interface (Spencer, Wang,
2002; Sartori et al., 2015; Tjaderhane, 2015). O sistema adesivo pode ainda preencher
apenas parcialmente a regido de dentina desmineralizada, resultando na formacéao de
zonas de fragilidade na camada hibrida, nas quais ha colageno exposto, ou seja, ndo

protegido pelo sistema adesivo (Van Meerbeek et al., 2010; Reis et al., 2013; Frassetto
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et al., 2016). O colageno exposto pode sofrer degradacdo pela acdo das enzimas
chamadas metaloproteinases (MMPs) (Pashley et al., 2004). A degradacédo do
colageno resulta da agdo de enzimas endogenas, denominadas metaloproteinases de
matriz (MMPSs) e enzimas catepsinas de cisteina, presentes na matriz dentinaria, e da
degradacéo proteolitica das fibrilas colagenas, o que reduz a integridade estrutural da
interface adesiva a longo prazo (Pashley et al., 2004; Kostoryz et al., 2009; Park et al.,
2010; Mobarak, 2011; Sartori et al., 2015). As MMPs sdo enzimas calcio e zinco-
dependentes, produzidas pelos odontoblastos durante a secre¢do da matriz dentinéria
(Palosaari et al., 2003; Reis et al., 2013; Mazzoni et al., 2015; Tjaderhane, 2015).
Embora o papel fisiologico das MMPs na dentina ainda ndo tenha sido totalmente
esclarecido pela literatura, estudos sugerem que estas enzimas auxiliam na formacao
da dentina peritubular e, durante o processo de carie, da dentina terciaria; o que
regularia as reag0es defensivas do complexo dentino-pulpar (Tjaderhane et al., 2013,
2015). Concomitantemente, as MMPs também necessitam de agua para hidrolisar
ligacdes peptidicas no colageno exposto (Pashley et al., 2004) e requerem ambiente
acido para serem ativadas (Reis et al., 2013; Tjaderhane et al., 2013, 2015; Mazzoni
et al.,, 2015; Pinna et al., 2015). Assim, as MMPs podem ser ativadas tanto pela
metabolizacdo bacteriana durante o processo da cérie, quanto pelas propriedades
acidicas dos sistemas adesivos (Hebling et al., 2005; Pinna et al., 2015).

Em meio bucal, a prépria saliva, além de alimentos, bebidas e sua interacao,
podem também contribuir com a degradacao e o envelhecimento da interface adesiva,
dificultando a identificacdo dos fatores especificos relacionados a degradacédo ao
longo do tempo (Sideridou et al., 2007; Marghalani, Watts, 2013). Diante disso,
modelos de envelhecimento artificial “in vitro” foram propostos pela literatura a fim de
esclarecer o comportamento e a duracdo das restauracbes adesivas. Nos estudos
longitudinais de resisténcia de unido, os modelos de envelhecimento in vitro mais
frequentemente empregados envolvem a imersdo em liquidos simuladores de
alimentos (Lee et al., 1995; Vicente et al., 2012; Vouvoudi, Sideridou, 2012; Deng et
al., 2014; Sideridou et al., 2015). Estes liquidos sdo comumente solventes ou solucdes
presentes na cavidade bucal (agua deionizada, saliva), ou agentes externos (bebidas
gaseificadas, bebidas alcodlicas), com diferentes ingredientes, pH, viscosidade
(Vouvoudi, Sideridou, 2012). A agua, um solvente polar, € a substancia mais
amplamente empregada na literatura para simular o ambiente oral proporcionado pela

saliva, bem conhecida por suas intera¢cdes com componentes hidrofilicos de sistemas
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adesivos e materiais restauradores na adesdo (Wang, Spencer, 2003; Spencer et al.,
2010; Marghalani, Watts, 2013; Sartori et al., 2015). A relevancia da agua é
demonstrada em estudos que evidenciam a redugcdo dos valores de resisténcia
adesiva longitudinal qguando amostras sdo armazenadas imersas em meio aquoso
(Pashley et al., 2004; Carrilho et al., 2005; Erhardt et al., 2008a; Carvalho et al., 2013;
Pinna et al., 2015), acelerando a degradacéo dos materiais resinosos e prejudicando
suas propriedades fisico-mecéanicas, como resisténcia a tracao, a flexao e ao desgaste
(Pashley, Carvalho, 1997; Zhang, Xu, 2008). A resisténcia de unido na interface
adesiva diminuira se as propriedades mecanicas dos sistemas adesivos forem
reduzidas devido aos fluidos orais e sor¢cdo de agua, (Pashley, Carvalho, 1997,
Yasuda et al., 2008).

2.2 Bioatividade de materiais: Silicato de célcio

O estudo da bioatividade de silicatos de célcio sem a presenca de P20s
demonstrou que esses compostos quimicos sao aptos a formacdo de uma camada
superficial similar a fase cristalografica e quimica do osso através da dissolucéo de
ions de calcio na superficie do vidro (Kokubo et al., 1990). Quando em contato com
fluidos corporeos, h4 uma reacdo quimica entre o calcio e o silicio presentes no
material (silicatos de célcio) e o fosfato presente no ambiente fisiolégico, o que
promove a formacdo de uma camada superficial de hidroxiapatita de célcio
(Ca10(PO4)s(OH)2) possibilitando a mineralizacdo do tecido biolégico (Hulbert et al.,
1982; Heimke, 1989).

Como mencionado anteriormente, a associacéo de bioparticulas a formulacéo
de adesivos experimentais, além de, aparentemente, contribuir para o aumento do pH
levando a uma inibicdo do crescimento bacteriano e diminuindo a acdo das MMPs,
favorece a remineralizacdo do colageno desprotegido ap6s o ataque acido,
aumentando a for¢ca de unido na interface dente-restauracdo (Sauro et al., 2012;
Sauro et al.,, 2013). A pseudowollastonita (a-CaSiOs), um material com elevada
bioatividade (Ebisawa et al., 1990), quando em contato com fluidos corporais, como o
fluido dentinario, libera fons Ca?* e forma Si — OH na superficie, estimulando a

formacdo de tecidos mineralizados e a mineralizacdo do colageno por meio da
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nucleacdo da apatita na superficie do material (formacdo in vivo de compostos
inorganicos por organismos vivos) (Ebisawa et al., 1990; Kokubo, 1998; Chang, Chen,
2008; Ribas et al., 2019).

A pseudowollastonita € uma fase extremamente rara e ocorre a elevadas
temperaturas (acima de 1125°C) com sistema cristalino monoclinico e estrutura de
anéis trissilicatos isolados (Nufiez-Rodriguez et al., 2018; Seryotkin et al., 2012;
Salman et al., 2015). Sua obtenc&o pode ser feita por meio do processo sol-gel, uma
técnica simples que consiste na conversado de um sistema com particulas de tamanho
coloidal (sol) e posterior formacao de uma rede tridimensional (gel) por meio de uma
reacao quimica (Reuter, 1991). Esse método pode ser utilizado na preparacéo de pos
e recobrimentos bioativos devido a possibilidade de controle dos tamanhos e formas
das particulas e obtencao do pé com elevada pureza e homogeneidade (Reuter, 1991;
Seryotkin et al., 2012; Salman et al., 2015).

2.3 Resisténcia adesiva pelo teste de microtracao

Problemas decorrentes de ensaios de tracdo e cisalhamento para avaliacao
da resisténcia adesiva passaram a ser relatados na literatura ainda no final da década
de 1980. Van Noort e colaboradores, concluiram em 1989, ser necessaria uma
padronizacdo para medir a resisténcia adesiva e fornecer uma comparac¢ao universal
valida entre diferentes agentes de unido.

A eficacia da unido adesiva e o sucesso clinico do procedimento restaurador,
sdo avaliados ndo apenas pelo comportamento imediato, mas também por sua
durabilidade a longo prazo diante das condi¢6es orais (Toledano et al., 2007; Skovron
et al., 2010).

A qualidade da restauracédo adesiva é frequentemente avaliada por meio de
testes de resisténcia adesiva ao cisalhamento ou a microtracdo, nos quais é aplicada
uma carga até que ocorra a falha (Carrilho et al., 2005; Toledano et al., 2007; Abdalla,
Feilzer, 2008; Erhardt et al., 2008c, 2014; Taniguchi et al., 2009; Armstrong et al.,
2010; Xuan et al., 2010; Deng et al., 2014, Feitosa et al., 2014; Marchesi et al., 2014;
Reis et al., 2015; Sartori et al., 2015; Shibata et al., 2016). Quanto maior a adeséo
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entre dente e material restaurador, maior sera a resisténcia de unido durante a funcéo
mastigatoria.

O ensaio de resisténcia adesiva a microtracdo proposto, em 1994, por Sano
et al. possibilitou a obtencéo de multiplos espécimes a partir de um Unico dente, devido
a reducdo das dimensdes dos espécimes utilizados nos testes de tracdo afim de
avaliar a resisténcia adesiva em areas de aproximadamente 1 mm?2, proporcionando
melhor distribuicdo da tensdo na interface e, adicionalmente, permitindo a obtencéao
de multiplas medidas em apenas um dente. Diante da escassez de dentes gerada
pelo rigor dos principios éticos em pesquisa, a obtencdo de mdltiplos espécimes a
partir de um Unico dente torna vantajoso o teste de microtracao, fazendo com que seja
0 mais utilizado em estudos de adesé&o, além de ser confiavel por estar correlacionado
com a prética clinica (Loguercio et al., 2005; Van Meerbeek et al., 2010; De Munck et
al., 2013; Fu et al., 2013; Armstrong et al., 2017).

Apesar de evidentes vantagens do teste de microtracdo, como a obtencéo de
uma grande quantidade de palitos ou espécimes a partir de um unico dente, ou poucos
dentes para cada grupo experimental, a reducdo do coeficiente de variacdo do
método, diminuicdo do numero de falhas coesivas, a possibilidade de estudar
diferentes regides em um mesmo elemento dental e a maior facilidade para avaliar o
tipo de fratura por analise em MEV (Camargo et al., 2007), abordagens controversas
do teste de microtragdo suscitaram questionamentos por parte de pesquisadores
guanto ao objeto (todo o dente, ou cada palito) a ser considerado como unidade
experimental. Entretanto, quando se considera o palito a unidade experimental, e ndo
o dente (valor da média dos palitos por cada dente), ocorre uma falha estatistica, pois
os dados séo tratados de forma independente quando na verdade sdo dependentes,
pois os palitos provenientes do mesmo dente foram submetidos ao mesmo tratamento
(Loguercio et al., 2005; Camargo et al., 2007). Portanto, leva-se em consideracéo a
média calculada dos espécimes testados para cada dente, sendo a unidade
experimental o dente e ndo o palito (Loguercio et al., 2005; Camargo et al., 2007,
Roulet, Van Meerbeck, 2007).

Objetivando prever a longevidade clinica de sistemas adesivos, métodos
validados pela literatura investigam in vitro a durabilidade da adesé&o a longo prazo
pelo armazenamento das amostras em solventes, como agua e/ou etanol (Esteves et
al., 2022; Van Meerbeek et al., 2010; Silva et al., 2022; Takamizawa et al., 2015),

fazendo uso, essencialmente, de duas técnicas de armazenagem que S&do a
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armazenagem direta, a qual consiste na realizacdo de procedimentos adesivo e
restaurador, seguidos da seccao da amostra em palitos que serdo entdo armazenados
em solvente a 37°C por periodo de tempo pré-determinado e, posteriormente,
submetidos a ensaio de microtragdo (Hashimoto et al., 2002; Loguercio et al., 2005;
Toledano et al., 2007); e na armazenagem indireta, os espécimes sdo armazenados
em solvente a 37°C imediatamente apds os procedimentos adesivo e restaurador, e
somente depois de determinado periodo de tempo serédo seccionados em palitos e
submetidos a ensaio de microtracao (Loguercio et al., 2005; Toledano et al., 2007,
Abdalla, Feilzer, 2008). Como no armazenamento direto a area transversal da amostra
é reduzida, a degradacéo ocorre de forma mais acelerada, pois a distancia e o tempo
de difusdo do solvente através das partes expostas da interface da restauracdo séao
menores, em comparacao as superficies maiores (Hashimoto et al., 2002), diminuindo
significativamente a resisténcia adesiva e aumentando a nanoinfiltracdo, quando
comparado ao armazenamento indireto (Hashimoto et al.,, 2002, 2003; Abdalla,
Feilzer, 2008; Marchesi et al., 2014).

Embora ndo haja um consenso sobre o periodo minimo ou ideal, os
espécimes restaurados precisam ser armazenados para estudo da degradacdo da
interface. Diferentes autores relatam que os espécimes podem ser armazenados em
solventes por periodos que variam de 7 dias a 10 dias, algumas semanas, 1 a 12
meses e até 4-5 anos (Yamauti et al., 2003; De Munck et al., 2003; Toledano et al.,
2007; Abdalla, Feilzer, 2008; Moraes et al., 2008; Erhardt et al., 2008a, 2008b;
Skovron et al., 2010; Mobarak, 2011; De Munck et al., 2013; Marghalani, Watts, 2013;
Leme et al., 2015; Sideridou et al., 2015). Estudos evidenciaram que a degradacao de
sistemas adesivos a base de HEMA e BisGMA foi mais acelerada nos primeiros 7 a 8
dias de armazenamento (Lee et al., 1995; Akova et al., 2006; Kostoryz et al., 2009), e
também que em cerca de 3 meses, todas as classes de sistemas adesivos exibiam
evidéncias mecanicas e morfolégicas de degradacdo, semelhantes ao
envelhecimento in vivo (Kato, Nakabayashi, 1998; Shono et al., 1999; Skovron et al.,
2010; Van Meerbeek et al., 2010).

A hidrolise dos componentes da interface adesiva se relaciona diretamente
com sua degradacdo. Assim, além do periodo de imersao, a frequéncia da troca do
solvente também é foco de interesse em estudos sobre a longevidade da adesao. A
literatura aponta que quando ndo ha substituicdo do meio de armazenagem, se

estabelece um equilibrio na transferéncia de ions de calcio entre dentina e solugéo de



19

armazenagem, desacelerando o processo de degradacao longitudinal (Kitasako et al.,
2000). Enquanto trocas diarias parecem favorecer a degradacéo da interface adesiva
em um curto periodo de tempo, nenhuma diferenga significativa foi observada entre

trocas semanais e mensais (Skovron et al., 2010).



20

3 PROPOSICAO

O objetivo geral do presente estudo € fornecer elementos para contribuir com
a compreensao das interacfes entre bioparticulas, sistemas adesivos e substrato
dentinario, na busca pela maior estabilidade longitudinal da adesé&o.

O objetivo especifico é: avaliar a acdo remineralizadora da bioparticula
pseudowollastonita (a-wollastonita), quando aplicada na forma de suspenséo (etanol
99,5% + 10% de bioparticula em peso) na superficie dentinaria previamente
condicionada com HsPO4 a 37% em peso, na resisténcia longitudinal de unido pelo
teste de microtracdo. E, nas caracteristicas da interface adesiva, por meio
espectroscopia de infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR) e microscopia
eletrGnica de varredura (MEV).

As hipéteses de nulidade testadas foram:

HO1) A aplicacdo de bioparticula pseudowollastonita (a-wollastonita), na
forma de suspensao (etanol 99,5% + 10% de bioparticula em peso) na
superficie dentinaria previamente condicionada com HzPO4 a 37%, néo

influencia a resisténcia imediata e longitudinal de uniéo;

HO02) O tempo de armazenamento, ndo influencia a resisténcia de uniao.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Delineamento experimental

Fatores em estudo:

e Protocolo adesivo em dentina bovina (2 niveis)

» Grupo controle - A:

e Condicionamento acido seguido pela aplicacdo do sistema adesivo
Single Bond™ Universal.

» Grupo experimental - WAS:

e Condicionamento acido seguido pela aplicacdo de (a-wollastonita
em suspensdo) e aplicacdo do sistema adesivo Single Bond™
Universal.

e Tempo (2 niveis):

> 24 horas de armazenamento;

> 12 meses de armazenamento.

Variaveis resposta:

e Variacao da resisténcia adesiva imediata e longitudinal (microtracao);
¢ Interacfes quimicas formadas na superficie da dentina (FTIR);

e Avaliacdo da morfologia da interface resina-dentina (microscopia
eletrénica de varredura - MEV);
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4.2 Aspectos éticos

O estudo, submetido & Comissdo de ética no uso de animais — CEUA do
Instituto de Ciéncia e Tecnologia da Universidade Estadual Paulista / UNESP,
Campus de Sdo José dos Campos, ndo necessitou ser analisado, devido a pesquisa
em tela ndo envolver a utilizacdo de vertebrados e sim o uso de dentes bovinos, como

substrato comercialmente disponivel, de acordo com a Lei n°® 11.794 de 08/10/2008 —

Lei “Arouca”.

4.3 Materiais empregados

Os materiais para este estudo encontram-se especificados no Quadro 1, bem

como o modo de aplicacdo seguindo as recomendacdes do fabricante.

Quadro 1 — Composicao e aplicacdo dos materiais

resinas dimetacrilato, 5-
15% silano, 1-10%
mondmero fosfato
MDP, 1-5% copolimero
do Vitrebond™ (acido
polialcendico), 10-15%
etanol, 10-15% agua.

MATERIAL FABRICANTE COMPOSICAO APLICACAO
Single Bond™ 3M do Brasil Ltda., 15-25% BisGMA, 15- Com microbrush,
Universal Sumaré, SP, Brasil. 25% HEMA, 5-15% aplicar o adesivo

ativamente por 20 s
sobre a dentina
condicionada. Secar
com jato de ar
suave e
Fotopolimerizar por
10 s.

Filtek Z250 XT.

3M do Brasil Ltda.,
Sumaré, SP, Brasil.

BisGMA, BisEMA
UDMA, TEGDMA,
PEGDMA,
nanoparticulas de
zirconia/silica.

Inserir incrementos
de 2 mm.
Fotopolimerizar
cada incremento por
20 s.

a-wollastonita

Dr. Tiago Moreira
Bastos Campos. CTA-
ITA, S&o José dos
Campos, SP, Brasil

CaSiOs-Cas[Siz0q]

Suspenséo 10% em
peso, em etanol
absoluto. Com
microbrush, aplicar
a suspensao
ativamente por 20 s
sobre a dentina
condicionada.

Fonte: Elaborada pelo autor.
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4.4 Obtencao da suspenséo de a-wollastonita

Foram preparadas suspensdes com diferentes percentagens em peso da
bioparticula a-wollastonita (com dimensfes entre 20 um e 30 um) em &lcool etilico
absoluto 99,5% (Sigma-Aldrich, San Luis, MO, EUA). ApGs a pesagem minuciosa dos
componentes em balanca de precisédo (Mettler, Toledo, OH, EUA), os mesmos foram
misturados em vidro fechado ambar em vibrador (Maxi Mix Il VortexMixer, Thermo
Fisher Scientific, Langenselbold, Alemanha) até a obtencdo de uma suspensédo
homogénea. Em seguida, foram mantidos sob agitacao constante (Orbit 300, LabNET
International Inc., Woodbridge, NJ, EUA), por 48 horas. A andlise da melhor
concentracdo (10% em peso da bioparticula) foi visual, pelas caracteristicas de

precipitacéo.

4.5 Preparo das amostras para andlise de resisténcia adesiva

Foram utilizados 200 incisivos bovinos limpos e armazenados em solugao
fisiologica de timol 0,1% em freezer a -18°C. Os 200 incisivos bovinos foram
seccionados a 2 mm da juncdo amelo-cementaria (Figura 1A), com auxilio de um disco
diamantado (Dremel, Campinas, SP, Brasil) adaptado em torno de alta rotacéo
(Nevoni, Duque de Caxias, RJ, Brasil) para separacédo da coroa da porcao radicular,

a qual foi desprezada (Figura 1B).
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Figura 1- Fluxograma do delineamento experimental

Legenda: A) seccao da coroa além da jungdo amelocementaria com disco diamantado. B) separacgao
da coroa e da porcao radicular.
Fonte: Elaborada pelo autor.

Uma abertura coronaria foi realizada na face lingual de cada incisivo com uma
ponta diamantada esférica 1016 HL (KG Sorensen, Rio de Janeiro, RJ, Brasil), na
regido do cingulo, para possibilitar a mensuracdo e padronizacdo em 2 mm da
espessura do remanescente dentinario na porcao vestibular da coroa, medido através
de um espessimetro (Otto-Arminger & Cia Ltda., RS, Brasil). Na face vestibular, foi
realizado um desgaste do esmalte remanescente criando uma superficie plana de
dentina com uma &rea de aproximadamente 8 mm? (Figura 2A).O desgaste foi
realizado com discos de lixas de carbeto de silicio (Extec Corp., Enfield, CT, EUA) de
granulacdo 600, a 300 rpm, sob refrigeracdo com &gua, em uma politriz circular
(PoliPan-2, Pantec, Sao Bernardo do Campo, SP, Brasil).

Antes da padronizacdo da superficie dentinaria, os tecidos pulpares
remanescentes foram removidos com o auxilio de curetas através do orificio criado na
face lingual, e a camara pulpar cuidadosamente lavada com jatos de agua/ar da
seringa triplice. ApGs da padronizacdo da superficie dentinaria, o orificio foi
preenchido com cera utilidade a fim de impedir a penetracdo de resina acrilica no
embutimento das amostras.

As amostras de coroas bovinas foram posicionadas em um molde de silicone
(Rhodorsil, Artigos Odontoldgicos Classicos, Campo Limpo, SP, Brasil) de formato
cilindrico com 1,5 cm de altura e 2,0 cm de diametro. A superficie vestibular
padronizada foi posicionada sobre a base da matriz de silicone industrial Rhodorsil

(Artigos Odontolégicos Classico, Campo Limpo Paulista, SP, Brasil) (Figura 2B), e
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esta foi totalmente preenchida com resina acrilica quimicamente ativada incolor (Jet,
Artigos Odontolégicos Classico, Sdo Paulo, SP, Brasil). Concluida a polimerizacéo, as
amostras fixadas em resina acrilica foram retiradas do molde (Figura 2C). A parte
superior, onde se encontra a superficie vestibular, foi novamente polida por 1 min em
uma politriz circular (PoliPan-2, Pantec, Sdo Bernardo do Campo, SP, Brasil), sob
refrigeracdo constante, com discos de lixas de carbeto de silicio (Extec Corp., Enfield,
CT, EUA) de granulacdo 600, para garantir uma superficie polida e exatamente
perpendicular ao longo eixo do cilindro acrilico, além de remover os residuos e

padronizar a smear layer.

Figura 2 - Fluxograma do delineamento experimental

Legenda: A) face vestibular com exposi¢éo de uma area plana de dentina. B) posicionamento
da amostra na matriz de silicone. C) aspecto final da amostra fixada em resina acrilica.
Fonte: Elaborada pelo autor.

4.6 Determinacao dos grupos amostrais

As amostras (n=200) foram divididas aleatoriamente em 2 grandes grupos
(n=100), de acordo com a estratégia adesiva empregada. Na sequéncia os espécimes,
em cada um dos grandes grupos, foram subdivididos em 2 subgrupos (n=50) de
acordo com o periodo de armazenamento - imediato (24 h) e longitudinal (12 meses),
e foram entdo distribuidos de acordo com diferentes testes laboratoriais a serem

aplicados, como exemplificado no fluxograma (Figura 3):



Figura 3- Fluxograma do delineamento experimental

Total de espécimes de .
dentina bovina

Grupos de estudo

Microtracao

24h (n=s) [l % oS 24h (n=s) [l % oS

24 h 24 h

MEV

12 meses 12 meses

Espectroscopia FTIR

(n=15) (n=15) (n=15) (n=15)

Fonte: Elaborada pelo autor.

« Grupo A: controle (sistema adesivo Single Bond™ Universal) — n=100. Foi
realizado o condicionamento da superficie com &cido fosférico 37%
(Scotchbond Universal Etchant Etching Gel, 3M ESPE Dental Products, Saint
Paul, MN, USA) pela técnica do condicionamento total, por 15 s, seguido de
lavagem por 30 s; remocdo do excesso de umidade com papel absorvente,
mantendo-se o substrato levemente umedecido; aplicacéo do sistema adesivo
Single Bond™ Universal (3M do Brasil Ltda., Sumaré, SP, Brasil), de acordo
com as especificacbes do fabricante. Foi realizada a fotopolimerizacdo do
sistema adesivo (LED Light Curing System, Demi Plus, Kerr Corporation,
Middleton, WI, USA), com poténcia de 1200 mW/cm?, pelo periodo de 10 s.
Ap6s o procedimento adesivo, um bloco de resina composta (2250 XT, 3M do
Brasil Ltda., Sumaré, SP, BR) com 4 mm/diametro e 2 mm/altura foi
confeccionado sobre a superficie dentinaria em incrementos de 2 mm cada,
seguido de fotopolimerizacdo por 20 s (LED Light Curing System, Demi Plus,
Kerr Corporation, Middleton, WI, USA). A densidade de poténcia foi verificada
a cada dez fotopolimerizagbes por um radidmetro LED (Kondortech, Séo
Carlos, SP, Brasil).
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« Grupo WAS: a-wollastonita em suspensdo + Single Bond™ Universal - n=100.
Foi realizado o condicionamento da superficie com acido fosforico 37%
(Scotchbond Universal Etchant Etching Gel, 3M ESPE Dental Products, Saint
Paul, MN, USA) pela técnica do condicionamento total, por 15 s, seguido de
lavagem por 30 s; remocdo do excesso de umidade com papel absorvente,
mantendo-se o substrato levemente umedecido; aplicacédo da suspensao de a-
wollastonita em alcool etilico absoluto 99,5% (Sigma-Aldrich, San Luis, MO,
EUA) ativamente por 20 s; aplicacdo do sistema adesivo Single Bond™
Universal (3M do Brasil Ltda., Sumaré, SP, Brasil), de acordo com as
especificagcbes do fabricante. Foi realizada a fotopolimerizacdo do sistema
adesivo (LED Light Curing System, Demi Plus, Kerr Corporation, Middleton, W1,
USA), com poténcia de 1200 mW/cm?, pelo periodo de 10 s. Apds o
procedimento adesivo, um bloco de resina composta (Z250 XT, 3M do Brasil
Ltda., Sumaré, SP, BR) com 4 mm/diametro e 2 mm/altura foi confeccionado
sobre a superficie dentinaria em incrementos de 2 mm cada, seguido de
fotopolimerizagédo por 20 s (LED Light Curing System, Demi Plus, Kerr
Corporation, Middleton, W1, USA). A densidade de poténcia foi verificada a cada
dez fotopolimerizacGes por um radibmetro LED (Kondortech, Sao Carlos, SP,

Brasil).

4.7 Procedimento adesivo

Realizou-se o condicionamento da superficie dentinaria com acido fosférico
37% (Scotchbond Universal Etchant Etching Gel, 3M ESPE Dental Products, Saint
Paul, MN, USA) pela técnica do condicionamento total, por 15 s, seguido de lavagem
por 30 s; remocéao do excesso de umidade com papel absorvente, mantendo-se o
substrato levemente umedecido; aplicacdo do sistema adesivo Single Bond™
Universal (3M do Brasil Ltda., Sumaré, SP, Brasil), de acordo com as especificagcbes
do fabricante. Realizou-se a fotopolimeriza¢édo do sistema adesivo (LED Light Curing
System, Demi Plus, Kerr Corporation, Middleton, W1, USA), com poténcia de 1200
mW/cm?, pelo periodo de 10 s. No grupo experimental WAS (a-wollastonita em

suspenséo + Single Bond™ Universal), a bioparticula a-wollastonita, em suspensao,
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foi aplicada ativamente por 20 s, sobre a dentina condicionada, previamente a

aplicacao do sistema adesivo.

4.8 Procedimento restaurador

Para a realizacdo do procedimento restaurador um bloco de resina composta
(2250, 3M do Brasil Ltda., Sumaré, SP, Brasil) com 2 mm de altura e 4 mm de diametro
foi confeccionado sobre a face vestibular de dentina exposta. A resina foi inserida em
incrementos de 2 mm, com auxilio de uma matriz de silicone industrial Rhodorsil
(Artigos Odontoldgicos Classico, Campo Limpo Paulista, SP, Brasil), seguido de
fotopolimerizacdo por 20 s. Para complementar a polimerizagdo da resina, apos a
remocao da matriz de silicone, o bloco foi fotopolimerizado por mais 20 s em cada
face. Finalizado o procedimento restaurador, as amostras confeccionadas foram
armazenadas individualmente em agua deionizada a 37°C por 48 h, a fim de

proporcionar o tempo adequado para polimerizacao (Singh et al., 2010).

4.9 Teste de resisténcia adesiva a microtracao

As amostras foram posicionadas em uma maquina para corte (Labcut 1010,
Extec Technologies Inc., CT, EUA) para a realizacdo de secg¢des paralelas no longo
eixo da coroa, em baixa velocidade e sob refrigeracdo abundante. Seccodes
perpendiculares a interface adesiva, nos sentidos mésio-distal e cérvico-incisal, foram
realizadas, possibilitando a obtencdo de palitos retangulares de resina composta e
estrutura dental com seccdes de aproximadamente 1 mm? de area (Figura 4A) (Sano
et al., 1994).
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Figura 4 - Armazenamento da amostra para envelhecimento

Legenda: A) amostra (palito) obtida apés secc¢des; B) amostra armazenada para envelhecimento
Fonte: Elaborada pelo autor.

Os palitos de resina-dentina obtidos de cada espécime foram armazenados
em tubos (vol. 2 ml) do tipo Eppendorf (Eppendorf, Sdo Paulo, SP, Brasil), sob
refrigeracdo a 4 °C, em agua deionizada trocada semanalmente (Figura 4B).
Previamente ao ensaio de microtracdo, a area dos palitos foi medida com um
paquimetro digital (Starrett Industria e Comércio Ltda., Itu, SP, Brasil). A resisténcia
de unido a tracao foi calculada, em megapascal (MPa), por meio da férmula: Rm=F/A ,
na qual: Rm é a resisténcia a microtracdo; F € a forga aplicada, ou seja, o valor da
carga (kgf) para rompimento da unido adesiva; e A é a area de unido (mm?). Em
seguida, cada palito foi fixado pelas extremidades, com cola de cianoacrilato em gel
(454, Loctite, Dusseldorf, Alemanha), em um dispositivo metalico OD03d (Odeme
Equipamentos Médico e Odontoldgicos Ltda., Joacaba, SC, Brasil). Para o ensaio de
microtracdo na maguina de ensaios universal EMIC DL-1000 (Equipamentos e
Sistemas Ltda., Sdo José dos Pinhais, PR, Brasil) foi utilizada uma célula de carga de
10 kgf, a uma velocidade de 0,5 mm/min, preconizada pela ISO/TR 11405:1994. No
momento da fratura, o ensaio é interrompido automaticamente, e os valores referentes
a resisténcia de unido coletados e tabulados para a analise estatistica. Os valores
referentes a resisténcia de unido em MPa foram coletados e tabelados para a
realizacdo da andlise estatistica.

Os palitos fraturados apds a realizagcdo do teste de microtracdo foram
analisados em estereomicroscépio X20 (Stemi 2000 — Karl Zeiss NTS GmbH,

Oberkochen, Alemanha) com aumento de 50 vezes, para analise de fratura (Sengin
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et al., 2002) Seguindo-se o0 seguinte padrdo: 1) coesiva em resina composta: fratura
predominantemente (275%) no interior da resina composta; 2) coesiva em dentina:
fratura predominantemente (275%) no interior da dentina; 3) adesiva: fratura na
interface adesivo / dentina ou na interface adesivo / resina composta, em mais de 75%
da area analisada; 4) mista: fraturas sem predominéancia maior que 75% de qualquer
tipo de falha.

Os dados resultantes de fraturas coesivas em dentina ou resina composta, e
de espécimes que apresentaram falhas pré-teste foram desprezados. Apenas os
dados das fraturas adesivas e mistas foram utilizados para a analise estatistica
(Loguercio et al., 2005; Eckert, Platt, 2007).

4.10 Anélise em MEV

Para andlise da interface adesiva frente as diferentes condicdes
experimentais, cinco dentes de cada grupo foram preparados para a analise de
microscopia eletrénica de varredura (MEV). Apds terem sido restaurados seguindo a
mesma metodologia empregada para o0 ensaio mecanico de microtracdo, os dentes
foram seccionados perpendicularmente a interface adesiva, segundo a mesma técnica
utilizada para a obtencao de palitos para microtracdo. Quatro palitos de cada dente
seccionado foram mantidos integros, e tiveram suas quatro faces laterais maiores
polidas com discos de lixas de carboneto de silicio (Extec Corp., Enfield, CT, EUA) de
granulacdes 2000 e 4000 a 300 rpm, sob refrigeragdo com agua. Em seguida, os
espécimes foram condicionados com acido fosférico 37% sem silica (Acid Gel,
Villevie, Joinville, SC, Brasil) durante 15 s, e lavados com agua durante 10 s,
promovendo a remocao da smear layer e facilitando a visualizacdo da interface
adesiva em MEV. Os palitos restantes, obtidos de cada um dos cinco dentes
representativos de cada grupo experimental, foram submetidos ao teste de
microtragéo, tendo sido separados quatro palitos que tiveram fraturas adesivas em
cada um dos grupos estudados. Os espécimes foram entdo mantidos em campanula
de vidro com silica por 7 dias para completa desidratacdo. Apos, os espécimes foram
montados em stubs de aluminio e, sobre suas superficies, foi depositada, em vacuo,

uma camada de 4 nm de liga de Au-Pd (Emitech SC7620 Sputter Coater, Moorestown,
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NJ, EUA). As amostras foram observadas em microscopio eletrénico de varredura
(Inspect S50, FEI Company, Brno - Moravia, Republica Tcheca) empregando
aumentos de 1000, 2000 e 5000 vezes, considerando a interface adesiva.

4.11 Analise de imagens por FTIR

As analises microspectroscopicas e de imagem FTIR foram concluidas
usando o sistema de imagem Spectrum Spotlight FTIR (FT-IR, PerkinElmer Waltham,
Massachusetts, EUA) com ambos os modos ponto Unico e de imagem. O detector
refrigerado a nitrogénio liquido incorpora um detector de matriz de banda estreita de
mercurio-cadmio-telureto (MCT) e detector MCT de banda média de ponto Unico em
um unico substrato. Isto proporciona a faixa de comprimento de onda de 7800 a 720
cm?, fornecendo os detalhes de impressées digitais minerais ausentes em todos os
outros sistemas de imagem FTIR. Este sistema fornece resolugéo de pixels de 25 e
6,25 um, e pode gerar tamanho de imagem quimica de até 1,64 cm?. As imagens
foram digitalizadas entre 4000 e 720 cm™ com resolucédo espectral de 4 cmt, com
duas digitalizac6es por pixel. O tamanho da imagem € de 300 por 300 um, usando
resolucdo de pixel de 6,25 um. Aproximadamente 2600 espectros foram adquiridos
em menos de 5 min. Uma correcdo de atmosfera foi aplicada a imagem bruta,
subtraindo a contribuicdo da absorbancia atmosférica, isto €, vapor de agua e diéxido
de carbono. As imagens foram criadas usando o software Spectrum Spotlight. Em
alguns casos, espectros individuais foram extraidos de areas selecionadas para
analise mais detalhada. A banda amida | e o dominio vivz PO4 entre 1200 e 900 cm
foram deconvoluidos com o software Spectrum 3.3 (PerkinElmer Waltham,
Massachusetts, EUA). Os parametros de deconvolucdo foram: gama em 1,2 e sem

suavizacao (comprimento=0).
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4.12 Planejamento estatistico

Para o teste de resisténcia de adesiva a microtracdo, a variavel em estudo foi
a média dos palitos de cada dente (Eckert, Platt, 2007), para cada tempo em analise.
A estatistica descritiva consistiu no célculo de medias e desvios-padrao.

Os dados de resisténcia adesiva foram analisados, estatisticamente, quanto
a sua normalidade por meio do teste de Kolmogorov-Smirnov.

A estatistica inferencial consistiu no teste de andlise de variancia (ANOVA)
sob 2 fatores (tratamento - com ou sem a-wollastonita, e tempos) e no teste de
multiplas comparacdes de Tukey, com nivel de significancia de 5% (a=0,05). Os dados
foram submetidos a andlise estatistica por meio do programa computacional:
GraphPad Prism (versao 9, 2021, La Jolla, CA, EUA).).

Os dados de resisténcia adesiva (MPa) foram analisados em funcdo da
estimativa média e intervalo de confianca de 95% (IC) usando teste de Weibull de 2
parametros (Sintese 9, Weibull ++9, Reliasoft, Tucson, AZ). As curvas de
probabilidade de nivel de uso de Weibull foram calculadas e plotadas com o IC 90%
correspondente. Além disso, a resisténcia adesiva (MPa) e o mdédulo de Weibull (m)
calculados, foram representados em um grafico de contorno, ilustrando as diferencas
estatisticas entre os grupos (IC 90%). A probabilidade de falha (Pf) e o respectivo IC
90% em funcdo dos valores de resisténcia adesiva a fratura (MPa). A seguinte
equacdo e derivadas foram usadas nas analises, conforme descrito na ISO
6872:2015:

Pf=exp {(o/ o) m }

Para a analise quimica dos substratos em espectroscopia FTIR, a estatistica
descritiva consistiu no calculo de médias e desvio padréo. Os dados de absorbancia
foram analisados, estatisticamente, quanto a sua normalidade por meio do teste de
Kolmogorov-Smirnov.

A estatistica inferencial consistiu nos testes na analise de variancia (ANOVA)
sob 2 fatores (espectros e grupos); e no teste de multiplas comparagdes de Tukey,

com nivel de significancia de 5% (a=0,05)).
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Os dados foram submetidos a analise estatistica por meio do programa
computacional GraphPad Prism (versdo 9, 2021; La Jolla, CA, EUA).
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5 RESULTADOS

Os dados obtidos estdo apresentados em trés partes para melhor
compreensao do leitor. Na primeira parte, apresentam-se a estatistica descritiva e a
estatistica inferencial dos resultados obtidos no ensaio de microtracdo (em MPa). Na
segunda parte estdo as imagens da interface adesiva obtidas em microscopia
eletrdnica de varredura (MEV). Na terceira parte apresentam-se a estatistica descritiva
e a estatistica inferencial dos resultados obtidos na analise quimica dos substratos em

espectroscopia FTIR.

5.1 Teste de resisténcia adesiva a microtragéo

5.1.1 Estatistica descritiva

A Figura 5 apresenta graficamente a andlise descritiva das médias e desvios-
padréo de resisténcia longitudinal a microtracdo no grupo WAS e no grupo A. A maior
média (37,39 + 7,48) foi observada no grupo WAS ap6s armazenamento por 24 h, e
a menor média (22,84 + 5,76) foi apresentada pelo grupo A apds armazenamento por

12 meses.
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Figura 5 - Gréfico das médias e desvios-padrao em cada grupo
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Fonte: GraphPad Prism.

5.1.2 Estatistica inferencial

Na Tabela 1, apresentam-se os dados relativos aos efeitos dos fatores
primarios (tratamento e tempos) e sua interacdo, que foram submetidos a analise de
variancia (ANOVA) sob dois fatores. Diferencas estatisticamente significativas
(p<0,05) foram obtidas no fator tratamento e no fator tempo, individualmente. O
resultado da interacdo entre os dois fatores, considerando um nivel de significancia

de 5% (p<0,05), nao foi estatisticamente significativo.
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Tabela 1 — Resultados do teste ANOVA 2 fatores

Fatores | GL | SQ | MQ | F p
Tratamento 1 2709 2709 44,42 <0,0001 *
Tempos 1 761,7 761,7 12,49 0,0006 *
Interacao 1 2,697 2,697 0,04423 0,8338
Residuo 116 7074 60,98

Legenda: GL: grau de liberdade; SQ: soma quadratica; MQ: média quadratica; F: razdo; p: p-valor;
*Diferencas estatisticamente significantes (p<0,05).
Fonte: Elaborada pelo autor, segundo o software GraphPad Prism.

Na tabela 2, observam-se os resultados do teste Tukey (5%). Em relacéo aos
tempos, houve diferencas estatisticas entre 24 h e 12 meses para cada tratamento.
Diante dos tratamentos, observou-se também diferencas significativas entre si.

Tabela 2 — Resultados do teste de Tukey (5%) para os fatores tratamento e tempos

Tratamento Tempos
24 h 12 meses
A 27,58 + 6,43 Aa 22,84 £5,76 Ab
WAS 37,39 + 7,48 Ba 32,05 +10,64 Bb

Letras diferentes mostram diferencas estatisticamente significativas (p<0,05); Letras mailsculas
referem-se a colunas; Letras minusculas referem-se a linhas.
Fonte: Elaborada pelo autor, segundo o software GraphPad Prism.

A e WAS ndo mostraram diferenca significativa no médulo de Weibull (m) para
o tempo de armazenamento de 24 h (A: 5,30 e WAS: 5,48) conforme indicado pela
sobreposicado entre os graficos de contorno no eixo horizontal (Figura 6 - A) e pela
tabela 3. Houve decréscimo estatisticamente significativo no valor de m para o grupo
WAS ap6s 12 meses (WAS: 3,18), embora ambos os grupos tenham apresentado
reducdo quando comparados os tempos de armazenamento de 24 h e 12 meses
(Figura 6 - A) e tabela 3. O grupo A apresentou diminuicdo estatisticamente
significativa da resisténcia caracteristica ap0s armazenamento por 12 meses (24,92
MPa), em comparacado com o armazenamento por 24 h (30,03 MPa). O grupo WAS
armazenado pelo periodo de 24 h apresentou resisténcia caracteristica
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significativamente maior (40,43 MPa) que a do grupo A armazenado pelo mesmo
periodo. A resisténcia caracteristica do grupo WAS ndo mostrou diferenca
estatisticamente significativa na comparacao entre os periodos de armazenamento de
24 h (40,43 MPa) e 12 meses (35,78 MPa). Além disso, mesmo ap6s 12 meses de
armazenamento, o grupo WAS apresentou resisténcia caracteristica (35,78 MPa)
semelhante a apresentada pelo grupo A armazenado por apenas 24 h (30,03 MPa),

conforme indicado pela Figura 6 — B, e tabela 3.

Figura 6 - Graficos do modulo (m) e curvas de nivel de probabilidade de Weibull
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Legenda: A) Gréfico de contorno mostrando a relacdo entre 0 modulo de Weibull (m) e a resisténcia
adesiva (MPa). A ndo sobreposicdo entre contornos no eixo horizontal, indica diferenca
estatisticamente significativa; B) curvas de nivel de probabilidade de Weibull, mostrando a
probabilidade de falha em funcédo da resisténcia adesiva (MPa).

Fonte: Elaborada pelo autor.
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Tabela 3 — médulo de Weibull (m), e tensdo caracteristica (MPa) com o intervalo de

confianca de 95%

Resisténcia Caracteristica

Tratamento Tempo Modulo de Weibull (MPa)

A 24 h 530 (3,96 —7,11) A 30,03 (27,98 — 32,24) A
12 meses 5,13 (3,80 —6,93)A 24,92 (23,17 — 26,80) B

WAS 24 h 548 (4,19-7,18) A 40,43 (37,73-43,32) C
12 meses 3,18 (2,45-4,12)B 35,78 (31,74 — 40,33) AC

Letras diferentes mostram diferencas estatisticamente significativas (p<0,05); Letras mailsculas
referem-se a colunas.
Fonte: Elaborada pelo autor.

5.1.3 Andlise do tipo de falha

A Figura 7 ilustra graficamente a frequéncia, em porcentagem, dos tipos de
falhas ocorridas em cada grupo. No grupo A predominaram falhas adesivas tanto para
o tempo de armazenamento por 24 h quanto por 12 meses (49% e 56%,
respectivamente). No grupo WAS predominaram falhas mistas (58%), apoés
armazenamento por 12 meses. Falhas coesivas ocorreram em todos 0s grupos, sendo

mais frequentes apds armazenamento por 24 h em ambos 0s grupos.
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Figura 7 — Grafico de colunas da frequéncia (%) do padréo de fratura dos grupos

experimentais
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Fonte: Elaborada pelo autor (Microsoft Excel).

5.2 Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

Imagens em MEV foram obtidas com o propdsito de realizar andlise
complementar das caracteristicas do substrato dentina com e sem a aplicacdo da
suspenséao de a-wollastonita.

A figura 8 ilustra a interface adesiva na dentina integra que nado recebeu
tratamento (grupo A) com o tempo de armazenamento de 24 h. Em menor aumento
(2000X) (figura 8A), observa-se a formacéo de uma fina camada hibrida com presenca
de tags resinosos. A figura 8B refere-se a mesma regiao da figura 8A, mas em maior
aumento (5000x).



40

Figura 8 — Analise em MEV (2000x e 5000x) para o grupo A (controle) com 24 h de

armazenamento

;. SVEN o
SEM HV: 15.0 kV
WD: 10.20 mm View field: 138 pm 21 WD: 10.20 mm View field: 55.1 ym 10 pm
Det: BSE BI: 10.00 ITASMART Det: BSE BI: 10.00 ITASMART

Legenda: interface adesiva entre resina composta e dentina que recebeu o Single Bond Universal,
apo6s armazenamento por 24 h; RC: resina composta; CH: camada hibrida; D: dentina; A) aumento de
2000x; B) aumento de 5000x.

Fonte: Elaborada pelo autor.

A figura 9 representa a interface adesiva na dentina integra que nédo recebeu
tratamento (grupo A) com o tempo de armazenamento de 12 meses. Em menor
aumento (2000X) (figura 9A), observa-se uma fina camada hibrida com presenca de
escassos tags resinosos. A figura 9B ilustra o maior aumento (5000x) da mesma
regiao retratada na figura 9A.
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Figura 9 — Analise em MEV (2000x e 5000x) para o grupo A (controle) com 12

meses de armazenamento

VI, S e ST a girg . LT P N
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WD: 10.35 mm View field: 138 pm | 20 pm WD: 10.35 mm View field: 55.4 ym | 10 pm
Det: BSE BI: 10.00 ITASMART Det: BSE BI: 10.00 ITASMART

Legenda: interface adesiva entre resina composta e dentina que recebeu o Single Bond Universal,
apos armazenamento por 12 meses; RC: resina composta; CH: camada hibrida; D: dentina; A)
aumento de 2000x; B) aumento de 5000x.

Fonte: Elaborada pelo autor.

Na figura 10, esta representada a superficie da resina composta em regiao
onde ocorreu fratura adesiva na interface adesivo / resina composta de amostra do
grupo A (controle) apos 24 h de armazenamento. Nota-se o aspecto liso da superficie
da resina composta e a auséncia de fibrilas coldgenas que possam representar
por¢cdes da camada hibrida na matriz intertubular, apesar da presenca de numerosos
fragmentos de tags resinosos fraturados (setas amarelas) e/ou provavelmente
deslocados/arrancados (tubulos vazios— setas brancas) durante o teste de

microtragao.



42

Figura 10 — Analise em MEV (1000x, 2000x e 5000x) para o grupo A (controle) com
24 h de armazenamento

e - » [
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Legenda: superficie de resina composta de amostra do grupo A (controle), que recebeu o Single Bond
Universal, apés armazenamento por 24 h; A) interface adesiva, aumento de 1000x; B) superficie de
resina composta, onde se evidencia auséncia de fibras coldgenas (seta azuis), tags resinosos
fraturados (setas amarelas), tibulos vazios (setas brancas), aumento de 2000x; C) aumento de 5000x.
Fonte: Elaborada pelo autor.

A figura 11, mostra a superficie da resina composta em regido onde ocorreu
fratura adesiva de amostra do grupo A (controle) apds 12 meses de armazenamento,

onde se evidencia aspecto bastante homogéneo da fratura, embora haja a presenca
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de areas representativas de falhas (setas azuis), com fragmentacdo parcial da

camada hibrida, esta se encontra integra em sua maior por¢ao.

Figura 11 — Analise em MEV (2000x e 5000x) para o grupo A (controle) com 12

meses de armazenamento
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Legenda: superficie de resina composta de amostra do grupo A (controle), que recebeu o Single
Bond Universal, apés armazenamento por 12 meses; A) aumento de 200x; B) aumento de 1000x; C)
aumento de 2000x; D) aumento de 5000x. Setas: areas representativas de falhas.

Fonte: Elaborada pelo autor.
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A figura 12 ilustra a interface adesiva na dentina integra que recebeu
tratamento de aplicacdo da suspensédo de a-wollastonita (grupo WAS) com o tempo
de armazenamento de 24 h. Em menor aumento (2000X) (figura 12A), observa-se a
uma espessa camada hibrida com presenca de longos tags resinosos. A figura 12B

ilustra o maior aumento (5000x) da mesma regido retratada na figura 12A.

Figura 12 — Andalise em MEV (2000x e 5000x) para o grupo WAS com 24 h de

armazenamento

G
SEM HV: 1

WD: 10.47 mm View field: 138 ym 20 ym WD: 10.47 mm View field: 55.4 um 10 ym
Det: BSE BI: 10.00 ITASMART Det: BSE BI: 10.00 ITASMART

Legenda: Interface adesiva entre resina composta e dentina que recebeu suspenséo de a-
wollastonita seguida da aplicagcdo de Single Bond Universal, apds armazenamento por 24 h; RC:
resina composta; CH: camada hibrida; D: dentina; A) aumento de 2000x; B) aumento de 5000x.
Fonte: Elaborada pelo autor.

A figura 13 representa a interface adesiva na dentina integra que recebeu
tratamento de aplicagdo da suspenséo de a-wollastonita (grupo WAS) com o tempo
de armazenamento de 12 meses. Em menor aumento (2000X) (figura 13A), observa-
se a manutencdo de uma espessa camada hibrida com presenca de numerosos tags

resinosos. A figura 13B ilustra 0 maior aumento (5000x) da mesma regiao.
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Figura 13 — Analise em MEV (2000x e 5000x) para o grupo WAS com 12 meses de

armazenamento
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Legenda: Interface adesiva entre resina composta e dentina que recebeu suspenséo de a-
wollastonita seguida da aplicacédo de Single Bond Universal, apés armazenamento por 12 meses; RC:
resina composta; CH: camada hibrida; D: dentina; A) aumento de 2000x; B) aumento de 5000x.
Fonte: Elaborada pelo autor.

A figura 14, mostra a superficie da resina composta em regido onde ocorreu
fratura adesiva de amostra do grupo WAS, que recebeu suspenséo de a-wollastonita
seguida da aplicacdo de Single Bond Universal, apés 24 h de armazenamento, onde
se evidenciam fragmentos de numerosos de tags resinosos, além de uma expressiva
presenca de por¢cBes da camada hibrida na qual a rede de fibrilas colagenas foi
protegida por depdésitos calcificados representados pela hidroxiapatita de calcio
(setas: fig 14 - Be 14 - C).
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Figura 14 — Analise em MEV (2000x e 5000x) para o grupo WAS (controle) com 24 h

de armazenamento
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Legenda: superficie de resina composta de amostra do grupo WAS, suspenséo de a-wollastonita
seguida da aplicacéo de Single Bond Universal, apds armazenamento por 24 h; ; A) interface adesiva,
aumento de 1000x; B) camada hibrida onde se evidenciam fibras coldgenas impregnadas com
expressiva quantidade de hidroxiapatita de calcio (setas), aumento de 2000x; C) camada hibrida onde
se evidenciam fibras colagenas impregnadas com hidréxiapatita de calcio (setas), aumento de 5000x.
Fonte: Elaborada pelo autor.

Na figura 15, esta representada a regido de ocorréncia de fratura mista de
amostra do grupo WAS, que recebeu suspensdo de a-wollastonita seguida da
aplicacdo de Single Bond Universal, apés 12 meses de armazenamento, onde se

observam extensas porcdes de camada hibrida, adesivo e resina (Figuras. 15— A, 15
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— B e 15 — C), evidenciando uma expressiva variacdo nos modos de falha no grupo
WAS apos 12 meses, apesar da formacédo de espessa camada hibrida composta por
densa rede de fibrilas coldgenas e da presenca de fragmentos de numerosos de tags
resinosos (Figura 15 — D).

Figura 15— Analise em MEV (2000x e 5000x) para o grupo WAS (controle) com 12

meses de armazenamento
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Legenda: CH: camada hibrida; RC: resina composta. Regido de fratura mista de amostra do grupo WAS,
suspensao de a-wollastonita seguida da aplicacdo de Single Bond Universal, ap6s armazenamento por
12 meses. A) fratura mista aumento de 250x; B) aumento de 1000x; C) aumento de 2000x; D) aumento
de 5000x. Setas: areas representativas de falhas.

Fonte: Elaborada pelo autor.
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5.3 Andlise quimica dos substratos em espectroscopia — FTIR

5.3.1 Estatistica descritiva e inferencial

Na tabela 4, apresentam-se os efeitos dos grupos avaliados e de sua
interacdo sobre os picos de absorbancia. Segundo o teste ANOVA 2-fatores, os
fatores grupos, picos e a interacéo apresentaram efeito estatisticamente significante
(p<0,05).

Tabela 4 — Resultados do teste ANOVA 2 fatores

Fatores | GL | SQ | MQ | F | p
Picos 4 0,08198 0,02049 592,0 0,0001*
Grupos 6 0,02296 0,003827 110,6 0,0001*
Interac&o 24 0,1791 0,007463 215,6 0,0001*
Residuo 315 0,01091 0,0000034

Legenda: GL: grau de liberdade; SQ: soma quadréatica; MQ: média quadrética; F: razdo; p: p-valor;
*Diferencas estatisticamente significantes (p<0,05).
Fonte: GraphPad Prism.

Na tabela 5 apresentam-se os valores, em absorbéancia (u.a), de médias,
desvios-padréo e os resultados do teste de Tukey dos picos referentes ao colageno,
carbonato, fosfato, amida Il e amida | obtidos nos grupos estudados, grupo A - controle
(sistema adesivo Single Bond™ Universal) e grupo WAS - (a-wollastonita em
suspensao + Single Bond™ Universal). Maiores médias de picos de absorbancia,
correspondem a maior presenca dos respectivos compostos quimicos no substrato
analisado. Quanto ao colageno, a maior média (0,031477344 + 0,005391395) foi
observada no grupo WAS ap6s armazenamento por 24 h, e a menor média
(0,004545521 * 0,001433299) foi apresentada pelo grupo A, apdés armazenamento
por 12 meses. Observa-se que os grupos A e WAS, armazenados por 24h, diferiram
significantemente entre si, assim como dos demais grupos, evidenciando maior

presenca de colageno no grupo WAS.
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Relativamente aos picos de amida Il e amida I, da mesma forma, as maiores
médias (0,031477344 + 0,005391395) e (0,031477344 + 0,005391395),
respectivamente, foram observadas no grupo WAS apds armazenamento por 24 h, e
as menores médias (0,02261172 + 0,015539672) e (0,002271781 + 0,00289533),
respectivamente, foram apresentadas pelo grupo A apés armazenamento por 12
meses. O grupo WAS (wollastonita), armazenado por 24h, apresentou o maior valor
de média da absorbéancia para o pico de amida I, diferindo dos demais grupos; nao
houve diferencas significantes entre os grupos A (controle), armazenado por 24h e
WAS (wollastonita), armazenado por 12 meses; e entre 0s grupos (A) controle,
armazenado por 12 meses e WAS (wollastonita), armazenado por 12 meses; 0s quais
diferiram significantemente dos demais grupos. O grupo WAS (wollastonita),
armazenado por 24h, apresentou o maior valor de média da absorbancia para o pico
de amida I, e diferiu significativamente do grupo A (controle), armazenado por 12
meses; e, 0s grupos A (controle) armazenado por 24h e WAS (wollastonita),
armazenado por 12 meses, nao diferiram de nenhum grupo.

Nos picos de carbonato, embora a maior média (0,002392773 + 0,001336461)
tenha sido observada no grupo A apds armazenamento por 24 h, e a menor
(0,000735797 1 + 0,003083585) no mesmo grupo apos armazenamento por 12
meses, ndo houve diferencas significantes entre os grupos.

Por fim, no que concerne aos picos referentes ao fosfato, a maior média
(0,034794046 + 0,003529537) foi observada no grupo A, apds armazenamento por 12
meses, e a menor média (0,0008333261 + 0,002018209) foi observada no grupo A,
apos armazenamento por 24 h; ndo houve diferencas significantes entre os grupos A
(controle), armazenado por 12 meses e WAS (wollastonita), armazenado por 12
meses, os quais diferiram significantemente dos demais grupos, evidenciando que
ocorreu desmineralizacdo de forma equivalente em ambos os grupos estudados. O
grupo A (controle), armazenado por 24h, apresentou o menor valor de média da

absorbéancia para o pico de fosfato, diferindo significantemente dos demais grupos.
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Tabela 5 — Valores de média + desvio padréo da absorbancia (u.a) e os resultados do
teste de Tukey em cada grupo

Grupos

Picos de absorbancia

Colageno
(1140 - 1240)

Carbonato
(1240 - 1550)

Fosfato
(900 - 1200)

Amida ll
(1480 - 1600)

Amida |
(1550 - 1750)

Controle (A)
24 h

0,020082161 =+
0,003382959 B

0,002392773 =+
0,001336461 A

0,000833326 =+
0,002018209 B

0,031518728 =*
0,00756218 A

0,007127947 =+
0,001186144

Wollastonita
(WAS)
24 h

0,031477344
0,005391395 C

I+

0,000808784
0,000440349 A

I+

0,011966208
0,004442301

I+

>

0,05758018
0,01501103 B

I+

A
B
0,012744598 =
0,002149629 B

Controle (A)
12m

I+

0,004545521
0,001433299 A

I+

0,000735797
0,003083585 A

+

0,034794046 =+
0,003529537 C

0,02261172
0,015539672 C

I+

0,002271781 *
0,00289533 A

Wollastonita
(WAS)
12 m

0,006799152 +
0,001684085 A

0,000933142
0,002704351 A

I+

4+

0,033193206 *
0,00208192 C

0,027659346 +
0,011828533 A
C

0,005919015 *
0,0033112 A
B

Legenda: *As médias acompanhadas de letras diferentes apresentam diferencas estatisticamente
significantes (p < 0.05). Letras maiUsculas referem-se a colunas.
Fonte: Elaborada pelo autor, segundo o software IR-Hard Tissue.

A Figura 16 apresenta graficamente a analise descritiva das médias e desvios-

padrdo de absorbéancia (u.a), evidenciando as diferencas obtidas entre os grupos

experimentais.
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Figura 16 - Gréficos das médias e desvio-padrdo dos picos de absorbéncia em cada
grupo
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Fonte: GraphPad Prism.
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6 DISCUSSAO

6.1 Da Metodologia

Para a realizacdo deste estudo, apds revisdo de literatura, optou-se pela
utilizacdo de dentes bovinos, uma vez que a unidade experimental proposta foi
composta de 200 elementos dentais higidos, numero considerado elevado e
preocupante para obtencdo de dentes humanos, em conformidade com a politica de
vigilancia dos comités de ética em pesquisa.

De acordo com Yassen et al. (2011) os dentes bovinos sao de facil obtencéo
em grandes quantidades, geralmente se encontram em boas condi¢cfes e apresentam
composi¢cdo mais uniforme em comparacao a dentes humanos, pela maior facilidade
de padronizacdo pela obtencdo de animais de mesma idade e condi¢cdes de
alimentacdo. Os dentes bovinos apresentam ainda superficie plana larga, e
apresentam menor incidéncia de defeitos estruturais que possam comprometer 0s
resultados das pesquisas. Além disso ndo foram encontradas diferencas entre a
matriz mineral dos tecidos duros dentarios humano e bovino (Bachmann et al., 2003).

O sistema adesivo Single Bond Universal® pode, em dentina, ser aplicado pela
técnica do condicionamento acido total (em dois passos), ou como sistema adesivo
autocondicionante (em passo Unico). Nesse estudo, optou-se pelo condicionamento
acido total, por 15 s com &cido fosforico a 37%, seguido de lavagem abundante por
30 s e remocédo do excesso de umidade com papel absorvente, mantendo-se o
substrato levemente umedecido.

O condicionamento com acido fosférico a 37% em peso por 15 s promove a
remocao de toda a fase mineral da smear layer e, adicionalmente, desmineraliza 5 um
de espessura da superficie dentinaria, expondo uma malha fibrilar de colageno tipo |
com espacos de cerca de 30 + 11 nm entre as fibrilas coldgenas (Talungchit et al.,
2014; Frassetto et al., 2016). Esses espacos interfibrilares atuam como vias de difusao
para que mondmeros adesivos permeiem a rede de fibrilas colagenas expostas,
formando a camada hibrida (Nakabayashi et al., 1982). As dimensoes, entre 20 a 30
pum, da bioparticula a-wollastonita, empregada neste estudo, favorece a prevencao da

obliteracdo de tais espacos interfibrilares, assim como dos tubulos dentinérios, pela
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mesma. Dessa forma, o emprego da a-wollastonita ndo prejudica a infiltracdo do
adesivo entre a rede de fibrilas colagenas expostas, na formac¢éo da camada hibrida,
ou nos tubulos dentinarios, que tém didmetro entre 1 e 3 um (Goldberg et al., 2011;
Tjaderhane et al., 2012), na formagé&o de tags resinosos.

O adesivo Single Bond Universal, € composto por BisGMA e HEMA, além dos
solventes agua e etanol. De acordo com Tay et al. (1996), a presenca de agua em sua
composicdo reduz a sensibilidade da técnica, minimizando a variabilidade dos
resultados de resisténcia adesiva por eventuais diferencas de umidade no substrato.
Nesse estudo, foram aplicadas 2 camadas consecutivas de adesivo de forma ativa,
por 15 s, seguidas de um breve jato de ar, a uma distancia padronizada de 10 cm, por
5 s visando a evaporacao do solvente. Para evitar espessura exagerada da camada
de adesivo o que, de acordo com D'Arcangelo et al. (2009), poderia reduzir os valores
de resisténcia adesiva, 0s excessos foram removidos com um aplicador microbrush
por 4 vezes. Esses passos sdo importantes para a padronizacdo da camada de
adesivo previamente a fotopolimerizacdo por 20s.

Embora os sistemas adesivos apresentem significativa evolucao ao longo do
tempo, a interface adesiva ainda representa o aspecto mais critico para a estabilidade
e longevidade de uma restauracdo adesiva em dentina (Spencer et al., 2010, 2012;
Amaral et al., 2016), sendo a agua, presente intrinsicamente no substrato via fluido
dentinario, ou advinda da cavidade bucal pela presenca da saliva e/ou dieta alimentar,
o principal fator diretamente relacionado ao processo de degradacao dessa interface
(Ferracane, 2006; Kostoryz et al., 2009; Mobarak, Daifalla, 2012). Para simular essa
degradacdo em estudos laboratoriais, sdo propostas na literatura, diferentes técnicas
de envelhecimento artificial, como a armazenagem em agua, saliva natural ou artificial,
solucéo salina ou outras substancias solventes organicas (Yamauti et al., 2003; De
Munck et al., 2003).

O armazenamento em agua foi o modelo de envelhecimento artificial adotado
neste estudo por representar o0 meio de armazenagem mais comum em estudos da
degradacdo da interface adesivo-dentina (Deng et al., 2014). Métodos, como o
armazenamento em A&gua, que simulam o ambiente intraoral Umido, onde
restauracdes estdo sempre envoltas em saliva, fornecem um meio rapido e
padronizado de avaliar a longevidade da unido entre materiais restauradores e
substrato dental, auxiliando na previsibilidade de seu desempenho clinico (Erhardt et

al., 2008c; Deng et al., 2014; Takamizawa et al., 2015). Adicionalmente, tais métodos
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laboratoriais, apresentam baixo custo e execucdo simples, em comparacdo com
ensaios clinicos de longa duracéo, que podem ser caros e de dificil padronizacao
(Takamizawa et al., 2015).

ApoGs extensa revisdo de literatura, neste estudo optou-se pela sec¢do das
amostras apds os procedimentos adesivo e restaurador e, portanto, pela
armazenagem dos palitos obtidos (armazenagem direta), posteriormente submetidos
a ensaio de microtracdo. Essa opcdo se baseou, essencialmente, em numerosos
relatos na literatura (Abdalla, Feilzer, 2008; Hashimoto et al., 2002; Loguercio et al.,
2005; Marchesi et al., 2014; Toledano et al.,, 2007), evidenciando que, no
armazenamento direto, como a area transversal da amostra é reduzida, a distancia e
o tempo de difusédo do solvente através da interface adesiva sdo menores, acelerando
a degradacéo, diminuindo significativamente a resisténcia adesiva, e aumentando a
nanoinfiltragéo (Armstrong et al., 2010; Hashimoto et al., 2002, 2003; Abdalla, Feilzer,
2008; Marchesi et al., 2014). Representando, dessa forma, desafio maior e mais
uniforme a resisténcia adesiva dos espécimes testados.

Comumente, apos o envelhecimento simulado, uma restauragdo adesiva é
avaliada por meio de teste de resisténcia de unido a microtracédo (U-TBS) (Sano et al.,
1994; Loguercio et al.,, 2005; Camargo et al., 2007; Takamizawa et al., 2015;
Armstrong et al., 2017; Shibata et al., 2016), sendo esse método bastante consagrado
pela literatura, seguido neste estudo.

As limitagdes quanto a longevidade e a conservacdo da adesdo em dentina
sao vastamente relatadas na literatura (Pashley, Carvalho, 1997; Spencer, Wang,
2002; Carrilho et al., 2005; Spencer et al., 2010, 2012; Sartori et al., 2015; Mazzoni et
al., 2015; Pinna et al., 2015; Tjaderhane, 2015; Frassetto et al., 2016; Carvalho,
Manso, 2016; Song et al., 2019) representando um desafio permanente a comunidade
cientifica, uma vez que, nas restauracdes adesivas, os valores de resisténcia de unidao
a dentina sofrem reducdo significativa e a interface adesiva se torna passivel de
degradacédo ao longo do tempo. Essa degradacao aparece vinculada a acédo da agua
endégena e exdgena e a acdo das enzimas proteoliticas/hidrélise nos diferentes
estudos (Carrilho et al., 2005; Frassetto et al., 2016; Mazzoni et al., 2015; Nakajima et
al., 2011; Pinna et al., 2015; Reis et al., 2013). A agua hidrdlisa ligacbes peptidicas da
matriz colagena, resultando na diminuicdo progressiva das propriedades mecanicas

da interface, favorecendo sua degradacédo ao longo do tempo (Carrilho et al., 2005).
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Diante de tal conjuntura, diversos estudos propdem a associacdo de
particulas bioativas a sistemas adesivos objetivando uma interface adesiva mais
longeva pela preservacao do colageno ou inibicdo das enzimas (Profeta et al., 2012,
2013; Sauro et al., 2012; Zhang et al., 2015).

A medida que novos materiais e técnicas sdo implementados no campo da
adesdo em odontologia restauradora, torna-se primordial a realizacdo de pesquisas
em substrato dentinario. Buscando contribuir com a melhor compreensdo das
possiveis interagdes entre sistemas adesivos e bioparticulas, este estudo avaliou a
acdo da a-wollastonita na resisténcia longitudinal de unido e caracteristicas da
interface adesiva em dentina.

Embora ndo haja na literatura consenso quanto a melhor forma de
incorporacao de bioparticulas (Bedran-Russo et al., 2014); se aos sistemas adesivos
ou ao protocolo adesivo na forma de pré-tratamento do substrato dentinario; neste
trabalho de pesquisa, ap0s numerosos testes realizados em estudo piloto, optou-se
pela aplicacdo da bioparticula na forma de suspensédo em etanol absoluto, sobre a
dentina previamente condicionada com é&cido fosférico na concentragdo de 37% em
peso, por ter sido esta modalidade de aplicacdo, a que ndo ocasionou qualquer
alteracdo das propriedades fisicas do sistema adesivo comercial adotado neste
estudo e, principalmente, preveniu qualquer interferéncia com a translucidez do
mesmo. Também através de estudo piloto, foi encontrada a concentracao de 10% em
peso da bioparticula aplicada na formulacéo da suspensédo em etanol absoluto 99,5%,
por meio da qual foram obtidos os melhores resultados de resisténcia adesiva a
microtracao.

A bioparticula a-wollastonita empregada neste estudo (figura 17 — A),
diferentemente a da sua forma convencional, encontrada na natureza (figura 17 — B),
além de ser uma particula relativamente grande, com dimensdes entre 20 e 30 um,
se apresenta como uma particula mesoporosa, o que lhe confere maior area de
superficie, possibilitando que reaja de forma extremamente rapida, com o acido
fosforico residual proveniente do condicionamento dentinério total, formando uma rede
de cristais de hidroxiapatita de calcio sobre a superficie dentinaria previamente
condicionada. Esta capacidade de rapidamente reagir com o acido fosforico,
possibilitou a incorporacdo dessa bioparticula como pré-tratamento ao protocolo

adesivo.
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A a-wollastonita apresenta excelentes propriedades bioativas no reparo de
tecidos duros humanos, dos quais € um por exemplo a dentina (Aly et al., 2016;
Cerruti, Sahai, 2006; Nufiez-Rodriguez et al., 2018). Além de biocompativel, a a-
wollastonita tem caracteristicas bioativas similares as da hidroxiapatita, e quando em
contato com fluidos corporais, como o fluido dentinario, tem a capacidade de formar
sobre a superficie dentinaria condicionada, uma rede de cristais de hidroxiapatita de
calcio (Ebisawa et al., 1990; Nufiez-Rodriguez et al., 2018). E essa expressado da
bioatividade da a-wollastonita, formando uma camada de cristais de hidroxiapatita, se
deve, em grande parte, a morfologia superficial dessa bioparticula, por apresentar
porosidade superficial (Cerruti, Sahai, 2006; Nufiez-Rodriguez et al., 2018). A
porosidade permite a penetracao dos fluidos corporais na particula de a-wollastonita,
influenciando diretamente nas suas propriedades bioativas, pois leva ao crescimento
de cristais de hidroxiapatita de calcio de dentro para fora, resultando em propriedades
bioativas mais eficientes (Choudhary et al., 2016; Nufiez-Rodriguez et al., 2018), além
de aumentar a velocidade da reacdo quimica, causando rapida formacéo de apatita
(Choudhary et al., 2016).

Figura 17 — Analise em MEV (10000x) da superficie da bioparticula a-wollastonita

SEM HV: 10.0 kv

View field: 27.7 ym  Det: In-Beam SE  § pm
SEM MAG: 10.0 kx  Date(m/dly): 11/27/18 LAS - INPE

Legenda: superficie da bioparticula a-wollastonita. A) a-wollastonita sintética utilizada neste estudo,
aumento de 10000x; B) a-wollastonita natural, aumento de 10000x. Pode-se observar em A, a intensa
porosidade que confere a bioparticula a sua principal propriedade, que é a capacidade de reagir
rapidamente com o &cido fosférico.

Fonte: imagens cedidas por Dr. Tiago Moreira Bastos Campos, engenheiro quimico responsavel pela
sintese da bioparticula.
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6.2 Dos Resultados

O sistema adesivo, além de unir dente e material restaurador resinoso,
representa uma barreira de protecdo a estrutura de colageno exposta pelo
condicionamento acido, contra a acéo de acidos de origem bacteriana, a degradacéao
enziméatica e a degradacéo hidrolitica (Liu et al., 2011; Osorio et al., 2014; Spencer et
al., 2010; Zhang et al., 2015).

De acordo com relatos prévios, a resisténcia de unido em dentina pode tanto
ser afetada positivamente, pela associacdo ao protocolo adesivo, de bioparticulas,
como as de silicato, capazes de promover a remineralizacéo dentinaria (Tay, Pashley,
2008; Profeta, 2012, 2013; Sauro et al., 2012; Zhang et al., 2015; Song et al., 2019);
guanto negativamente, pelo tempo de armazenamento em agua deionizada (Kato,
Nakabayashi, 1998; Kitasako et al., 2000; Hashimoto et al., 2002; Toledano et al.,
2007; Abdalla, Feilzer, 2008; Zhang, Xu, 2008; Deng et al., 2014; Reis et al., 2015).
Um dos principais fatores que atuam na reducao da resisténcia adesiva em dentina,
ao longo do tempo, é a degradacdo do colageno (Profeta, 2012, 2013; Sauro et al.,
2012; 2013; Zhang et al., 2015), seja pela acdo de enzimas, como as MMPs
(degradacao enzimatica) (Mazzoni et al., 2015; Pinna et al., 2015; Reis et al., 2013;
Tjaderhane et al., 2013, 2015); seja por acdo da agua (degradacdo hidrolitica)
(Pashley et al., 2004; Carrilho et al., 2005; Erhardt et al., 2008a; Carvalho et al., 2013;
Pinna et al., 2015). A prevencdo da degradacdao do colageno ao longo do tempo,
portanto, trard maior estabilidade a camada hibrida, e longevidade a resisténcia
adesiva em dentina (Tay, Pashley, 2008; Zhang et al., 2015).

No presente estudo, a maior média de resisténcia adesiva a microtragéo foi
observada no grupo WAS, que recebeu suspensao de a-wollastonita seguida da
aplicacdo de Single Bond Universal, apdés 24 h de armazenamento em agua
deionizada. Enquanto a menor média, foi verificada no grupo A (controle),
armazenado em agua deionizada por 12 meses. Ainda em relacdo a resisténcia
adesiva a microtracdo, foram encontradas diferencas estatisticamente significativas
nao apenas entre tratamentos e tempo, individualmente (tabela 1); mas também, nos
tempos para cada um dos grupos, e nos tratamentos entre si (tabela 2), com o grupo
WAS apresentando maior resisténcia adesiva em compara¢cdo com o grupo A, tanto

apés 24 h, como apés 12 meses de armazenamento. E de extrema relevancia



58

destacar que, mesmo apds o armazenamento por 12 meses, o grupo WAS, no qual
foi aplicada a a-wollastonita, apresentou média de resisténcia adesiva
estatisticamente significante maior que a apresentada pelo grupo A, mesmo quando
este ultimo foi armazenado por apenas 24 h. Desta forma, a primeira hipotese de
nulidade — a aplicacdo de bioparticula pseudowollastonita (a-wollastonita), na forma
de suspenséo (etanol 99,5% + 10% de bioparticula em peso) na superficie dentinaria
previamente condicionada com H3zPO4 a 37%, nao influencia a resisténcia imediata e
longitudinal de unido, deve ser rejeitada.

As possiveis explicacdes para tdo evidente efeito positivo no aumento da
resisténcia adesiva, bem como na sua manutencéo ao longo do tempo, promovido
pela aplicacdo da bioparticula a-wollastonita, encontram amplo respaldo na literatura
(Cerruti, Sahai, 2006; Nufiez-Rodriguez et al., 2018; Profeta, 2012, 2013; Sauro et al.,
2012; 2013; Zhang et al., 2015). Particulas de fosfato de célcio, como a hidroxiapatita,
remineralizam a dentina apdés o condicionamento acido total, melhorando a
longevidade da restauracédo (Tay, Pashley, 2008; Zhang et al., 2015). Agentes, como
a a-wollastonita, com capacidade de liberar ions Ca?* e induzir a liberagdo PO4* (ao
reagir com o HzPOa4 residual) em niveis elevados, tém consequentemente, o potencial
de estimular a remineralizacdo da dentina (Chen et al., 2014; Profeta et al., 2012;
Zhang et al., 2015), protegendo o colageno exposto na camada hibrida, melhorando
a estabilidade e a longevidade da adeséo (Liu et al., 2011; Zhang et al., 2015). A
incorporacdo de minerais na camada hibrida auxilia também, no reparo de falhas
nanomeétricas, minimizando a ocorréncia de nanoinfiltragcdo (Zhang et al., 2015).
Adicionalmente, a camada hibrida remineralizada pode ser mais resistente a
degradacdo no meio bucal e ser capaz de resistir e neutralizar os acidos de origem
bacteriana (Liu et al., 2011; Osorio et al., 2014; Zhang et al., 2015).

Nufez—Rodriguez et al. (2018), descrevem a wollastonita como um silicato de
célcio biocompativel, com caracteristicas bioativas semelhantes as da hidroxiapatita.
O que a coloca na vanguarda dos minerais de reforco, como um importante
biomaterial, a ser utilizado na forma de p6 (ou suspensao, como neste estudo), para
reparar lesdes relacionadas aos tecidos duros humanos. Os autores destacam que a
particula de a-wollastonita sintética, como a empregada neste estudo, apresenta como
caracteristica especial, uma adequada porosidade superficial, que influencia
diretamente sua bioatividade, por permitir a penetracdo de fluidos corporais, como o

fluido dentindrio, levando a formagdo de uma camada de novos cristais de
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hidroxiapatita, que crescem do interior da particula em direcéo a superficie, resultando
em propriedades bioativas mais eficientes.

Ainda mais interessante, é o fato de que, como a a-wollastonita € um silicato
de célcio, os ions Si reagem com grupamentos OH-", formando grupamentos silanol
(Si-OH) que séo agentes catalizadores para a nucleacdo e para o crescimento dos
cristais de hidroxiapatita neoformados (Choudhary et al., 2016; Kokubo, 1998; Nufez-
Rodriguez et al., 2018). Uma vez formados, os nucleos de apatita podem crescer
espontaneamente, consumindo os ions Ca?* e PO4* (Kokubo, 1998). Esta apatita,
inicialmente amorfa, transforma-se posteriormente em hidroxiapatita (Choudhary et
al., 2016).

A hidroxiapatita formada a partir da reacdo da a-wollastonita, é similar a
biologica que compde os tecidos duros humanos, isso possibilita uma unido direta
através de uma forte ligagéo quimica entre a hidroxiapatita neoformada e o tecido duro
humano (dentina) (Chang, Chen, 2008; Choudhary et al., 2016; Ebisawa et al., 1990;
Kokubo, 1998; Nufiez-Rodriguez et al., 2018).

Em relagdo a essa forte unido direta entre tecidos duros humanos e a
hidroxiapatita neoformada, Sauro et al. (2012) afirmam que o &cido silicico Si(OH)4
(também formado no meio bioldgico quando da reacdo da a-wollastonita com HsPOs),
€ quimicamente adsorvido dentro da rede de fibrilas colagenas expostas pelo
condicionamento acido total, formando uma ligacao eletrostatica na superficie do
colageno, orientando a formacdo de uma rede forte e consistente de cristais de
hidroxiapatita de calcio justamente sobre o colageno exposto. Dessa forma, a
alocacdo da hidroxiapatita neoformada ndo ocorre ao acaso, mas é, de fato,
direcionada de maneira otimizada, a superficie das fibrilas colagenas expostas;
protegendo-as, tanto contra a degradacédo enzimética, pela acdo de MMPs, quanto
contra a degradacao hidrolitica.

E ainda importante ressaltar que, o mecanismo de reacéo da a-wollastonita,
com liberacdo de ions Ca?*, POs+*, e OH causa uma elevagcdo do pH do meio,
tornando a interface adesiva moderadamente alcalina, o que favorece a inibicao de
MMPs pH dependentes (Sauro et al., 2012). A combinagdo de um meio mais alcalino,
inibindo a acdo de MMPs, e a precipitacao de cristais de hidroxiapatita de calcio, seria
a razao para os maiores valores nas médias de resisténcia adesiva a microtracao
(Profeta et al., 2012; Sauro et al., 2012; Zhang et al., 2015), principalmente apds 24 h

de armazenamento; com importante reducdo da resisténcia adesiva a microtragdo ao



60

longo de 3 meses de armazenamento (Sauro et al., 2012). Essas informacfes
corroboram com os achados de nosso estudo.

De acordo com os resultados obtidos através da analise quimica dos
substratos por espectroscopia FTIR (tabela 5), a maior média para os picos de
absorbancia do colageno foi verificada no grupo WAS, tratado com a a-wollastonita,
apos armazenamento por 24 h. Mostrando diferenca estatisticamente significante em
relacdo ao grupo controle e evidenciando que houve conservacédo do colageno no
grupo tratado com a a-wollastonita. Da mesma forma, as maiores médias, tanto para
0s picos de amida I, quanto de amida Il, foram encontrados no grupo WAS, apos
armazenamento por 24 h, diferindo significativamente das meédias observadas no
grupo controle, apds armazenamento por 24 h. A reducéo nos picos de amida insinua
a degradacao das fibrilas colagenas (Maske et al., 2015). Tais resultados endossam
os achados da literatura (Profeta et al., 2013; Sauro et al., 2012), os quais evidenciam
aumento na resisténcia adesiva quando ha preservacdo do colageno relacionada ao
tratamento com bioparticulas.

A reducdo do contetdo mineral representada por menores médias dos picos
de fosfato e carbonato associa-se ao processo ciclico da desmineralizagdo-
remineralizacdo, indicando que estes grupos sdo dissolvidos ao longo do tempo de
armazenamento (Wang et al., 2007). Os resultados das analises em FTIR,
evidenciaram, apés armazenamento por 24 h, picos de fosfato significativamente
menores no grupo A (controle), em comparagao com o grupo WAS; comprovando
maior desmineralizacdo do grupo controle. Apos 12 meses, ndo houve diferencas
estatisticas entre os grupos, evidenciando equilibrio no processo de desmineralizacéo
- remineralizac&o ao longo do tempo.

Quanto aos picos de carbonato, ndo houve diferencas estatisticamente
significativas entre os grupos estudados em ambos o0s periodos de armazenamento.
Com base no estudo de Nufiez-Rodriguez et al. (2018) a desmineralizacdo da
superficie, por exemplo por meio do condicionamento &cido, aumenta a
supersaturacado local desses ions (Ebisawa et al., 1990; Nufiez-Rodriguez et al.,
2018), o que eleva o pH do meio. H& entéo, a reacdo da a-wollastonita, consumindo
os fons Ca?*, PO4s* e OH-, resultando na precipitacdo da rede de hidroxiapatita de
célcio. A hidroxiapatita de calcio € uma hidroxiapatita contendo carbonato de calcio
(Ebisawa et al., 1990; Kokubo, 1998; Nufiez-Rodriguez et al., 2018). Embora os ions

célcio também sejam consumidos pela reacdo de formagdo da hidroxiapatita, a
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dissolucéo dos grupamentos carbonato de célcio € maior que seu consumo (Nufiez-
Rodriguez et al., 2018; Kokubo, 1998); consequentemente, a concentracdo do
carbonato continua a aumentar, mesmo apds armazenamento por apenas 24 h.

Os resultados da analise dos substratos por MEV, assim como observado por
Profeta et al. em 2012, evidenciam a deposicéo de cristais de hidroxiapatita sobre a
dentina tratada com a bioparticula (grupo WAS) onde, ap0s 24 h, se evidencia camada
hibrida espessa (figura 12), na qual a rede de fibrilas coldgenas foi protegida por
depésitos calcificados representados pela hidroxiapatita de calcio (figura 14).
Coincidindo com a formagéo de tags resinosos mais numerosos e longos (figura 12),
em comparacdo com o grupo controle, onde se observa camada hibrida delgada e
tags resinosos curtos (figura 8). Apds 12 meses, o0 padrao mais espesso da camada
hibrida do grupo WAS foi mantido (figura 13), em comparacdo com o grupo controle
(figura 9). Nota-se ainda, no presente estudo, a a¢éo fixadora da suspenc¢éo contendo
a-wollastonita, proporcionando, no grupo WAS, a manutencdo, mesmo apos 12
meses, de uma densa rede de fibrilas colagenas exuberantes e a presenca de
fragmentos de numerosos de tags resinosos (figura 15), em compara¢gdo com o grupo
controle; que apés o mesmo periodo, apresentou areas expressivas de falhas e
fragmentacdo da camada hibrida (figura 11).

A adequada formacdo da camada hibrida, principal mecanismo de retencéo
dos sistemas adesivos a dentina, representa uma variavel importante na durabilidade
e efichcia da adesdo. Embora a espessura da camada hibrida formada e a
profundidade dos tags resinosos nédo se correlacionem com os valores de resisténcia
de unido (Finger et al., 1994; Nakajima et al., 1995; Prati et al., 1998; Xuan et al.,
2010), a literatura sugere uma possivel relacdo entre qualidade da hibridizacdo e
resisténcia adesiva (Finger et al., 1994). No presente estudo, os resultados
apresentados pela analise dos substratos por MEV, evidenciam melhor qualidade da
hibridizacdo no grupo WAS, em comparacdo com 0 grupo controle, como relatado
anteriormente. Essa percepcéo se faz ainda mais evidente quando, apds apenas 24
h de armazenamento, nota-se o aspecto liso da superficie da resina composta e a
auséncia de fibrilas colagenas que possam representar por¢cdes da camada hibrida
na matriz intertubular do grupo controle (figura 10).

Embora este estudo tenha evidenciado, de maneira inequivoca, os efeitos
benéficos da a-wollastonita sobre a resisténcia adesiva e a longevidade da interface

de unido; é possivel que o sistema adesivo selecionado também tenha favorecido
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efeitos positivos, em combinacdo com a bioparticula. O sistema adesivo Single Bond
Universal contém BisGMA e HEMA. A adicdo de HEMA melhora a hidrofilicidade e a
capacidade de ligagc&o do adesivo (Van Landuyt et al., 2007), diminui sua viscosidade,
melhorando a infiltracdo de monémeros na dentina desmineralizada e a formacéo de
tags resinosos (Delaviz et al., 2014). O BisGMA tem alto peso molecular, o que
promove excelentes propriedades mecanicas (Zhang et al., 2015). Além disso, tem o
bisfenol-A como o0 ndcleo de sua estrutura quimica, tornando-a muito rigida,
conferindo resisténcia mecéanica ao polimero (Van Landuyt et al., 2007; Pashley et al.,
2007). A molécula de BisGMA possui ainda dois grupos hidroxila pendentes, que
podem formar fortes ligacdes de hidrogénio com os grupos hidroxila em moléculas
adjacentes de BisGMA (Zhang et al., 2015).

Como foram observadas diferencas estatisticamente significantes entre os
tempos de armazenamento de 24 h e 12 meses, com reducdo das médias de
resisténcia adesiva em ambos os grupos (tabela 2), a segunda hipotese de nulidade
— 0 tempo de armazenamento, ndo influencia a resisténcia de unido; deve ser
rejeitada. Esses resultados corroboram com numerosos estudos, que evidenciaram a
reducdo dos valores de resisténcia adesiva longitudinal, quando amostras sao
armazenadas imersas em meio aquoso (Pashley et al., 2004; Carrilho et al., 2005;
Erhardt et al., 2008a; Carvalho et al., 2013; Pinna et al., 2015). Apesar de a agua
hidrolisar ligacbes peptidicas da matriz colagena, resultando na diminuigdo
progressiva das propriedades mecéanicas da interface, favorecendo sua degradagéo
ao longo do tempo (Carrilho et al., 2005), reduzindo a integridade estrutural da
interface adesiva a longo prazo (Pashley et al., 2004; Kostoryz et al., 2009; Park et al.,
2010; Mobarak, 2011; Sartori et al., 2015); as limitacGes da interface adesiva também
guardam relacao direta com a degradagao dos materiais resinosos, prejudicando suas
propriedades fisico-mecanicas, como sua resisténcia adesiva a microtracao (Pashley,
Carvalho, 1997; Zhang, Xu, 2008). A degradacéo hidrolitica da interface adesiva pode
ser potencializada em adesivos dentinarios ricos em BisGMA e HEMA (Park et al.,
2011; Reis et al.,, 2013; Takahashi et al., 2011), justamente por serem muito
hidrofilicos. A grande hidrofilicidade do adesivo predispde a absorcdo de agua que,
assim como a retencao de solventes e/ou agua durante a polimerizacdo, compromete
a integridade da interface adesiva (Reis et al., 2013). A agua, presente na dentina
condicionada e desmineralizada, pode causar a separacao de fases do adesivo. Por

sua caracteristica hidréfoba, o BisSGMA tende a migrar para a fase resinosa; e o HEMA
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(hidréfila), para a fase aquosa (Kostoryz et al., 2009; Park et al., 2009; Park et al.,
2011). Devido a isso, a fase resinosa polimeriza adequadamente, o que nao ocorre
na fase aquosa. Quando a polimerizacao da fase hidréfila € incompleta, os grupos
funcionais atuam como monémeros residuais ou radicais nao reativos. Assim, a agua
se difunde entre os sitios hidrofilos pouco polimerizados, solubilizando os mondmeros
nao reativos, fragilizando a unido adesiva. A combinacdo, entre degradacdo e
separacao dos componentes resinosos, prejudica a integridade e durabilidade adesiva
(Kostoryz et al., 2009; Park et al., 2009; Abedin et al., 2014).

O armazenamento direto, por até 6 meses, em &agua, diminuiu
significantemente os valores de resisténcia de unido em estudos prévios (Deng et al.,
2014; Reis et al., 2015). No presente estudo, os palitos foram armazenados
diretamente em agua, por 24 h e 12 meses, e reducdes estatisticamente significativas
foram evidenciadas na resisténcia adesiva. Embora tenha havido reducédo
proporcional nas médias de resisténcia adesiva tanto para o grupo A, quanto para o
grupo WAS ao longo de 12 meses (em torno de 16 %), a resisténcia adesiva no grupo
WAS, mesmo apds 12 meses, ainda se manteve maior que a do grupo A, armazenado
por apenas 24 h. Estes dados sao suportados por Zhang et al. (2015) e Profeta et al.
(2012), cujos estudos evidenciaram que bioparticulas melhoraram a durabilidade da
unido dentina-resina, através de efeito terapéutico/protetor, associado a deposicao
mineral no interior da interface adesiva e interferindo na atividade enzimatica
colagenolitica exercida pelas MMPs.

Os efeitos deletérios da hidrélise dos componentes da interface adesiva séao
evidenciados ainda, pela variacdo nos modos de falha. No grupo A, predominaram
falhas adesivas, tanto apds 24 h de armazenamento, quanto apos 12 meses (49% e
56%, respectivamente), assim como observado por profeta et al. (2012). No grupo
WAS predominaram falhas mistas (58%), apds armazenamento por 12 meses;
diferindo dos achados de Profeta et al. (2012) onde, apds 6 meses, predominaram
falhas adesivas no grupo que recebeu bioparticula como pré-tratamento a dentina
condicionada. Falhas coesivas ocorreram em todos 0s grupos, sendo mais frequentes
apos armazenamento por 24 h em ambos os grupos, corroborando com achados de
Profeta et al. (2012). O predominio de falhas mistas no grupo WAS, apds 12 meses
de armazenamento, guarda relacéo direta com os resultados do modulo de Weibull
(tabela 3), uma vez que, mesmo apoés periodo comprovadamente suficiente para que

os efeitos da degradacao hidrolitica resultassem em reduc¢éo da resisténcia de unido
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(Carrilho et al., 2005; Deng et al., 2014; Liu et al., 2011; Profeta et al., 2012; Reis et
al., 2015; Zhang et al., 2015), o referido grupo manteve média de resisténcia de uniao
mais elevada que o grupo controle, ainda que comparada ao periodo de
armazenamento de 24 h. A maior resisténcia adesiva no grupo WAS, apos 12 meses,
se refletiu em menor valor do médulo de Weibull e, consequentemente, em maior
variabilidade dos modos de falha, com predominio de falhas mistas (Bergamo et al.,
2021).

Diante do exposto, dentro das limitacGes deste estudo, os autores acreditam
que a reducdo observada na resisténcia adesiva, se deveu principalmente a
degradacdo hidrolitica dos componentes dos materiais restauradores resinosos
(Kostoryz et al., 2009; Park et al., 2011; Reis et al., 2013; Takahashi et al., 2011), e a
degradacdo hidrolitica do colageno. Uma vez que, a dissolugdo da hidroxiapatita,
resultando na desmineralizacdo dentinaria, ocorreu de forma proporcional tanto no
grupo WAS quanto no grupo A; com a diferenca de que, no grupo tratado com a a-
wollastonita (WAS), a protecéo imediata, pela deposicéo dos cristais de hidroxiapatita
sobre a rede de fibrilas coldgenas expostas pelo condicionamento acido, resultou em
maior resisténcia adesiva inicial. A resisténcia adesiva se reduziu proporcionalmente,
devido a dissolucédo da hidroxiapatita, que ocorreu naturalmente tanto no grupo A,
guanto no WAS. Mantendo-se, portanto, comparativamente maior, mesmo apos 12

meses, no grupo WAS.
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7 CONCLUSAO

A aplicacdo de bioparticula a-wollastonita aumentou a resisténcia de unido
adesiva em dentina, tanto apos envelhecimento em agua deionizada por 24 h, quanto
por 12 meses. Houve preservacdo do colageno ao longo dos periodos de
armazenamento, e a resisténcia adesiva permaneceu maior no grupo tratado com a-
wollastonita apds 12 meses de armazenamento, mesmo quando comparado com o

grupo controle armazenado por 24 h.
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